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RESUMO 
 
A possibilidade de incremento na atividade enzimática oriunda da 
interação entre as enzimas e os fluidos pressurizados vem 
impulsionando inúmeras pesquisas na área da enzimologia. A tecnologia 
de alta pressão é uma técnica promissora como pré-tratamento de 
enzimas e o estudo das alterações das estruturas dos biocatalisadores são 
importantes, uma vez que há poucos trabalhos publicados na literatura e 
existe a necessidade de desvendar algumas indefinições sobre a 
estabilidade e a atividade enzimática em fluidos pressurizados. Neste 
contexto, o presente trabalho teve por objetivo investigar a influência da 
pressão, força iônica e taxa de despressurização na atividade e 
conformação estrutural da lisozima, utilizando CO2 supercrítico 
(scCO2), GLP e R134a como solventes. Para tanto, os experimentos 
foram realizados utilizando um reator de volume variável sob tempo de 
exposição de 2 h, temperatura de 40 ºC, variando a pressão (100 a 
200 bar), taxa de despressurização (10 a 50 bar.min-1) e concentração de 
cloreto de sódio (0 a 50 mmol.L-1). Planejamentos experimentais 23 e 22 
com três repetições no ponto central foram utilizados para identificar o 
efeito das variáveis do processo bem como das possíveis interações 
entre elas na perda/ganho da atividade da lisozima. Por fim, estudos de 
estabilidade da enzima em baixas temperaturas (4 ºC e -10 ºC) após 
tratamento com fluidos pressurizados também foram realizados. A 
maior atividade residual observada foi de 141,01 ± 1,80 % para a 
condição de 150 bar e taxa de despressurização de 30 bar.min-1, sem o 
CO2 em contato com a enzima. As análises de alterações 
conformacionais da enzima demonstraram que a estrutura primária 
permaneceu inalterada em todas as condições estudadas. Em temos de 
estrutura secundária e terciária as análises mostraram alterações 
conformacionais da lisozima para as condições testadas. Estes estudos 
permitiram uma melhor compreensão das alterações da estrutura da 
enzima em pressões elevadas, resultando em uma melhor utilização e 
otimização das condições experimentais em processos de biocatálise 
futuros. 
 
Palavras-chave: Alta pressão. CO2 supercrítico. GLP. R134a. 
Biocatálise. Conformação estrutural. Enzima.  
 
 
 
 
 
 
  
   
 
ABSTRACT 
 
The possibility of increase in the enzymatic activity from the interaction 
between the enzymes and the pressurized fluids has stimulated 
numerous researches in enzymology. High-pressure technology is a 
promising technique as a pretreatment enzyme and the study of changes 
in the structure of the biocatalysts are important, since there are few 
papers published in the literature and there is a need to reveal some 
uncertainties about the stability and enzymatic activity in pressurized 
fluids. In this context, the objective of this work was to investigate the 
influence of pressure, ionic strength and depressurizing rate on the 
activity and structural conformation of the lysozyme using supercritical 
CO2 (scCO2), GLP and R134a as solvents. For this purpose, the 
experiments were carried out using a variable volume reactor under a 
2 h exposure time, at a temperature of 40 °C, varying the pressure (100 
to 200 bar), the depressurizing rate (10 to 50 bar.min-1) and 
concentration of sodium chloride (0 to 50 mmol.L-1). Experimental 
design 23 e 22 with three replications at the center point were used to 
identify the effect of process variables and the possible interactions 
among them in the loss/gain of the lysozyme activity. Finally, enzyme 
stability studies at low temperatures (4 °C and -10 °C) after treatment 
with pressurized fluids were also performed. The highest residual 
activity observed was 141.01 ± 1.80 % for the condition of 150 bar and 
depressurizing rate of 30 bar.min-1, with no CO2 in contact with the 
enzyme. The lowest residual activity was 88.3 % for the 200 bar 
condition and 10 bar.min-1 depressurizing rate, with CO2 in contact with 
the enzyme. Analyzes of conformational changes of the enzyme 
demonstrated that the primary structure remained unchanged in all 
conditions studied. The secondary and tertiary structure analyzes 
showed conformational changes of lysozyme for the conditions tested. 
These studies allowed a better understanding of the changes in the 
enzyme structure at high pressures, resulting in a better use and 
optimization of the experimental conditions in future biocatalysis 
processes. 
 
Keywords: High pressure. Supercritical CO2. GLP. R134a. Biocatalysis. 
Structural conformation. Enzyme. 
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INTRODUÇÃO 
 
 Nos últimos anos, os efeitos de vários compostos e técnicas 
convencionais sobre a atividade e estabilidade de enzimas têm sido 
extensivamente relatados e identificados. Estas melhorias têm sido 
abordadas por modificação química, física ou genética. No entanto, a 
influência de novas e promissoras abordagens, como por exemplo a 
modificação estrutural enzimática pelo uso de altas pressões ainda 
encontra-se em curso.  
 O método aplicando alta pressão consiste em submeter uma 
amostra, neste caso a solução com enzima, à alta pressão dentro de um 
vaso pressurizado utilizando um meio que transfere pressão à amostra 
(CAMPOS et al., 2003). A utilização de fluidos pressurizados como 
solventes para reações químicas e bioquímicas apresenta vantagens 
promissoras no sentido de eliminar traços de solventes líquidos 
convencionais dos produtos da reação. E, processos industriais 
empregando condições próximas ao ponto crítico podem ser vantajosos 
em termos de consumo de energia, facilidade de recuperação do produto 
e minimização da formação de produtos secundários (KNEZ et al., 
1998; KNEZ, 2009; HABULIN; KNEZ, 2002). 
 Processos utilizando alta pressão mostraram potenciais para 
melhorar o desempenho de enzimas, aumentando a sua estabilidade e 
seletividade (MOZHAEV et al., 1996; EISENMENGER; REYES-DE-
CORCUERA, 2009; HERBST; PEPER; NIEMEYER, 2012; HERBST 
et al., 2014 e ZHAO et al., 2015). Contudo, a investigação da 
conformação estrutural enzimática (por diferentes métodos de análise) 
após a aplicação de altas pressões com o objetivo de melhorar a catálise 
enzimática têm sido pouco exploradas. Neste contexto, o presente 
estudo teve por objetivo, o emprego de diferentes meios pressurizados 
(diferentes solventes) sobre a atividade, estabilidade e conformação 
estrutural da lisozima. 
 A lisozima catalisa a quebra de ligações β 1-4 glicosídicas entre 
o ácido N-acetilmurâmico e N-acetilglicosamina, presentes no 
peptidioglicano da parede celular bacteriana (JOLLÈS, 1969). Esta foi a 
primeira proteína a ter sua estrutura sequenciada, análise de 
cristalografia completa e mecanismo de ação detalhado (JOLLÈS; 
JOLLÈS, 1984). Apresenta ampla aplicação em alimentos e nas áreas 
farmacológicas e terapêuticas (SARAVANAN et al., 2009; 
CALLEWAERT et al., 2011). A utilização dessa enzima como modelo
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no presente trabalho justifica-se por ser uma proteína com estrutura 
amplamente conhecida, além de suas importantes aplicações acadêmica 
e industrial. Contudo, outras enzimas foram inicialmente testadas antes 
de definir a enzima a ser enfatizada.   
 A utilização da tecnologia de alta pressão é comumente 
conhecida como um método que provoca a desnaturação de proteínas 
(HEREMANS, 1982; MOZHAEV et al., 1996), no entanto, mais de 25 
enzimas têm sido relatadas com melhores desempenhos sob pressões 
elevadas (EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009). Enzimas 
submetidas às pressões elevadas sofrem alterações pontuais na estrutura 
da proteína, que pode ser utilizado para analisar as modificações 
estruturais e de função durante a reação catalítica. Essas mudanças 
podem afetar a atividade, seletividade e estabilidade da enzima 
(BALNY, 2004; EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009). 
Porém, o comportamento de uma proteína após o contato com meios 
pressurizados dificilmente pode ser definido a partir de características 
estruturais conhecidas e requer um estudo aprofundado pelo uso de 
testes individuais e específicos. 
 Contudo, mesmo após décadas de pesquisa explorando o uso de 
altas pressões como tratamento enzimático, muitas questões ainda 
carecem de respostas mais satisfatórias em relação ao comportamento 
físico-químico presente neste tipo de tecnologia. Boa parte destas 
questões surge devido ao uso ainda pouco explorado das técnicas óticas 
na leitura das modificações estruturais enzimáticas causadas pelo 
contato com fluidos à alta pressão. Neste sentido, boa parte dos 
trabalhos atêm-se a atividade residual e estabilidade de atividade 
enzimática obtidas pós-tratamento e não nas modificações estruturais 
enzimáticas causadas pelo tratamento. 
 Dessa forma, a presente pesquisa apresenta potencial em 
desvendar algumas indefinições sobre a estabilidade e atividade 
enzimática por meio de um estudo detalhado da conformação estrutural 
pós-tratamento a alta pressão com diferentes fluidos comerciais, bem 
como, ajudar a fomentar os bancos de dados experimentais da área. Para 
a medição das alterações conformacionais serão utilizados os métodos 
de espectroscopia de massa (MALDI-TOF/TOF), dicroísmo circular 
(DC) e espectroscopia de fluorescência. 
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1.1 OBJETIVOS 
 
1.1.1 Objetivo Geral 
 
 Avaliar as implicações do tratamento com fluidos pressurizados 
sobre a atividade, estabilidade e conformação estrutural da lisozima. 
 
1.1.2 Objetivos Específicos 
 
 De forma a alcançar o objetivo geral almejado, lançou-se mão 
dos seguintes objetivos específicos: 
 
 Estudar o efeito das variáveis de processo (pressão, taxa de 
despressurização e força iônica) na atividade específica residual da 
enzima comercial Lisozima (1,4-β-N-acetilmuramidase, EC 3.2.1.17) 
em sua forma livre; 
 Avaliar o efeito de diferentes fluidos pressurizados (CO2, 
GLP e R134a) sobre a atividade enzimática e conformação estrutural da 
enzima alvo;  
 Avaliar o efeito de diferentes tempos de exposição na 
atividade enzimática da lisozima submetida ao tratamento pressurizado 
com scCO2; 
 Determinar as estruturas primária, secundária e terciária da 
enzima em seu estado livre tratada e não tradada com os fluidos 
pressurizados; 
 Analisar as possíveis modificações estruturais da enzima 
quando submetidas a diferentes fluidos pressurizados; 
 Avaliar a estabilidade enzimática (pós-tratamento em fluidos 
pressurizados) em relação ao tempo e temperatura de armazenamento. 
  
 
 
 
  
  
 
 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 O presente capítulo expõe uma breve revisão da literatura sobre 
o contexto no qual o trabalho se insere. Primeiramente, será introduzida 
uma abordagem geral sobre a estrutura das proteínas e as principais 
características das enzimas utilizadas no trabalho. Em seguida serão 
abordados trabalhos que demonstram a utilização da alta pressão como 
tratamento prévio de enzimas. Serão apresentados conceitos teóricos 
sobre a técnica de alta pressão utilizando CO2 supercrítico, gás 
liquefeito do petróleo (GLP) e 1,1,1,2-tetrafluoroetano (R134a). Uma 
breve revisão sobre os principais métodos para avaliação das alterações 
conformacionais: o dicroísmo circular (DC), e espectroscopia de 
fluorescência também serão descritos. 
 
2.1 ENZIMAS E ASPECTOS GERAIS DA ESTRUTURA 
 
 As enzimas são eficientes biocatalisadores de reações 
metabólicas sob diversas condições de pH, temperatura, meio iônico, 
pressão, concentrações salinas, entre outros. Elas possuem um sítio 
ativo, local específico para reações com determinado substrato. Esta 
região é geralmente constituída de alguns resíduos de aminoácidos da 
cadeia proteica e de um grupo não-proteico, sendo responsável pela 
atividade biológica da enzima, além de designar sua especificidade 
(ELLIOTT; ELLIOTT, 1997; LEHNINGER; NELSON; COX, 2002). 
 A estrutura molecular das enzimas é dividida em níveis 
distintos de organização: primária, secundária, terciária e quaternária 
(Figura 1) (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). A estrutura primária, 
a qual é definida como a sequência de aminoácidos e a localização das 
ligações dissulfeto (caso houver), fornece uma descrição completa das 
ligações covalentes de uma proteína. A estrutura secundária refere-se à 
forma em que as configurações da cadeia polipeptídica formada por α-
hélices ou β-folhas intra ou intermoleculares estão organizadas por meio 
das ligações de hidrogênio. A estrutura terciária descreve a forma como 
os domínios da estrutura secundária dobram em uma configuração 
tridimensional, a partir de interações não covalentes entre cadeias 
laterais dos aminoácidos. A estrutura quaternária refere-se ao arranjo 
espacial de subunidades, mantidas unidas por ligações não covalentes 
entre as subunidades polipeptídicas (proteínas multiméricas) 
(BERKOWITZ; HOUDE, 2015).  
 As proteínas são estruturas sensíveis, mantidas através de 
interações dentro da cadeia, determinada pela sequência de aminoácidos 
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e por interações com o solvente circundante (JAENICKE, 1991). 
Mudanças nos fatores externos, como pressão e temperatura, podem 
perturbar o equilíbrio intramolecular e as interações solvente-proteína, 
podendo levar a um completo/parcial desdobramento, ocasionando a 
desnaturação da cadeia polipeptídica ou aumento da atividade catalítica 
(HENDRICKX et al., 1998). 
 
Figura 1 - Níveis de organização da estrutura molecular de uma proteína. 
 
Fonte: Lehninger, Nelson e Cox (1995). 
 
2.1.1 Proteínas tirosina fosfatases de Mycobacterium tuberculosis 
(PtpB) e Yersinia enterocolitica (YopH) 
 
 As enzimas descritas a seguir são usadas no presente trabalho 
como enzimas modelo para os testes preliminares. Para tanto, foi 
realizado um levantamento bibliográfico das principais características 
pertinentes as duas enzimas não comerciais, em termos de função, 
estrutura, faixa ótima de pH e temperatura.  
 A YopH é uma tirosina fosfatase que atua desfosforilando 
moléculas sinalizadoras e impedindo a fagocitose em macrófagos 
(NAVARRO; ALTO; DIXON, 2005). Essa enzima é produzida pelas 
bactérias patogênicas do gênero Yersinia (KE et al., 2012), possui massa 
molecular de 51 kDa, 468 aminoácidos e dois domínios: o domínio N-
terminal, que contém uma região ligadora de chaperona (molécula que 
auxilia a proteína a assumir a configuração apropriada ao desempenho 
de suas tarefas) (ALVES FILHO, 2008) e um domínio de ligação ao 
substrato (BLACK et al., 1998; KHANDELWAL et al., 2002) e o 
domínio C-terminal (aminoácidos 163 a 468), que possui atividade 
catalítica (WHITTIER; LORIA, 2013). Por fim, o sítio catalítico está 
33 
  
 
 
entre os resíduos de aminoácidos 403 e 410, onde a cisteína catalítica 
está na posição 403. Além disso, é uma proteína composta por uma 
mistura de padrões estruturais de folhas β e α-hélices (WHITTIER; 
LORIA, 2013). A temperatura ótima de atuação da enzima é de 37 ºC e 
pH 5 (ZHANG et al., 1992; KIM et al., 2011). 
 A PtpB também é uma tirosina fosfatase, porém produzida pelo 
Mycobacterium tuberculosis, possui massa molecular de 30 kDa, tem 
tripla especificidade, sendo capaz de desfosforilar fosfoinositídios, 
resíduos de fosfotirosina e fosfoserina/treonina (BERESFORD et al., 
2007). A estrutura tridimensional da PtpB apresenta duas características 
distintas, com dois sítios de ligação ao fosfato e duas α-hélices que 
cobrem e protegem o sítio ativo como uma tampa (MENEGATTI, 
2014). A faixa de pH ótimo de atuação da enzima é de 5,5 a 5,8 e 
temperatura de 37 ºC (KOUL et al., 2000; BERESFORD et al., 2007). 
 Como a YopH e a PtpB são enzimas não comerciais, 
comumente utilizadas na área da bioquímica, farmacologia e química, 
optou-se em realizar testes a alta pressão, a fim de ampliar estudos das 
alterações de atividade catalítica após o tratamento. Ao mesmo tempo, 
não existem dados na literatura em que elas foram tratadas com fluidos 
supercríticos e há a necessidade de desvendar o comportamento de 
diferentes enzimas em tais fluidos.  
 
2.1.2 Lisozima 
 
 Outra enzima utilizada no trabalho foi a Lisozima (1,4-β-N-
acetilmuramidase, EC 3.2.1.17), ela é um polipeptídio de cadeia simples 
de 129 aminoácidos reticulada com quatro pontes dissulfeto (JOLLÈS, 
1969). Foi descoberta acidentalmente por Alexander Fleming em 1922, 
pode ser encontrada nas lágrimas, saliva, mucosa nasal e outras 
secreções do corpo do homem e em bactérias, fungos, plantas e animais 
(CALLEWAERT; MICHIELS, 2010; LEYSEN et al., 2011). É uma 
enzima globular com atividade antibactericida, atua causando a lise de 
células bacterianas específicas por meio da hidrólise das ligações 
glicosídicas de oligossacarídeos presentes nas paredes celulares desses 
micro-organismos. Sua ação é mais efetiva em bactérias Gram-positivas, 
uma vez que, a parede celular é mais acessível (LEHNINGER; 
NELSON; COX, 2005; HOLLER; RUPLEY; HESS, 1975).  
 A lisozima utilizada nesse trabalho é uma enzima pequena, 
proveniente da clara de ovo de galinha, possui massa molar média de 
14400 Da e dimensões de 3,0 x 3,0 x 4,5 nm. Apresenta ponto 
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isoelétrico (pI) entre 10,5 – 11, sendo mais ativa entre pH 6,0 e 9,0, com 
pH ótimo em 6,24 (JOLLÈS, 1969).   
 A enzima possui dois domínios estruturais (Figura 2): um 
domínio alfa (α) e um domínio beta (β). Sendo o domínio α formado 
pela sequência de aminoácidos de 1-39 e 89-129, e composta por quatro 
α-hélices, duas próximas ao C-terminal, e as demais do N-terminal e um 
C-terminal com hélices 310 (aminoácidos dispostos na estrutura 
helicoidal no sentido horário). Já o domínio β é formado pela sequência 
de aminoácidos de 40-88, apresentando uma cadeia tripla de folhas 
antiparalelas, uma hélice 310, e uma longa alça. Ainda, apresenta quatro 
ligações dissulfetos entre os resíduos de cisteína 6:127, 30:115, 64:80 e 
76:94, que atuam para estabilizar a sua estrutura. Por fim, o sítio ativo 
da enzima é composto pelos aminoácidos nas posições 107 a 110 
(BLAKE et al., 1967; JOLLÈS, 1969; MATAGNE; DOBSON, 1998; 
LIU; HSIEH; LIU, 2004). 
  
Figura 2 - Estrutura cristalográfica de raios-X da Lisozima. Os terminais N e C 
são indicados. As α-hélices 1-4 (α1 - α4) estão ilustrados como cilindros 
vermelhos e numerados sequencialmente a partir do N-terminal para o C-
terminal. As β-folhas 1-3 (β1 - β3) são mostradas como setas amarelas que 
apontam da N- para a extremidade C-terminal. As localizações do domínio α 
(composto pelos resíduos 1-39 e 89-129), o domínio β (composto pelos resíduos 
40-88) e a fenda catalítica entre estes dois domínios estão indicados. As 
espinhas dorsais polipeptídicas pertencentes às regiões de curva e de bobina 
aleatória são mostradas em azul e verde, respectivamente. Os oito resíduos de 
cisteína que formam as quatro ligações dissulfeto também estão identificados. 
 
 
Fonte: Liu, Hsieh e Liu (2004).  
 
A lisozima é uma enzima muito usada como aditivo conservante 
nas indústrias alimentícia e farmacêutica (SU; CHIANG, 2006). Sua 
importância comercial está relacionada a utilização como agente de 
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ruptura da parede celular para a extração de produtos intracelulares, 
como agente antibacteriano na produção de vinho e à produção de 
fármacos para o tratamento de úlceras e infecções (SARAVANAN et 
al., 2009). Ainda, a lisozima pode ser empregada no desenvolvimento de 
embalagens ativas e no auxílio ao diagnóstico de doenças 
(SARAVANAN et al., 2009; LI et al., 2014). 
 
 2.2 PRINCÍPIO DA TECNOLOGIA DE ALTA PRESSÃO 
 
 Os ensaios de alta pressão são realizados em três etapas: um 
período inicial necessário para atingir a pressão, o tempo de 
processamento na pressão desejada ou tempo de retenção, e um curto 
período de tempo necessário para liberar a pressão (despressurização) 
(HOGAN; KELLY; SUN, 2005). O tratamento com alta pressão tem 
atraído interesses de investigações consideráveis. Como uma tecnologia 
verde, ele pode ser aplicado para modular as atividades, estabilidades e 
conformação estrutural de enzimas (MANERA et al., 2011; LIU et al. 
2012; LIU; CHEN; WANG, 2013a).  
 Níveis de pressão muito elevados (> 400 MPa) podem conduzir 
a alterações estruturais irreversíveis em enzimas. No entanto, dentro da 
gama típica de pressão (10 - 40 MPa), aplicadas na maioria dos estudos, 
apenas certas alterações conformacionais reversíveis ocorrem (REZAEI; 
TEMELLI; JENAB, 2007). 
 A constatação de que as enzimas podem conservar a sua 
atividade biocatalítica, ou até mesmo aumentar a atividade a pressões 
elevadas tem encorajado a utilização de enzimas sob condições 
supercríticas (REZAEI; TEMELLI; JENAB, 2007; LIU et al., 2012; 
MELGOSA, et al., 2015). O estudo das mudanças de atividade e a 
melhoria da estabilidade da enzima são fatores importantes para a 
implantação de bioprocessos catalisados por enzimas em meio 
pressurizado. Mudanças de atividade e conformacionais podem ser 
observadas quando as enzimas são tratadas com CO2 supercrítico, por 
exemplo (MELGOSA, et al., 2015).  
 Os fluidos supercríticos são uma classe única de meios não 
aquosos para reações enzimáticas, considerados como fluidos “verdes” 
(HOBBS; THOMAS, 2007). O CO2 supercrítico é um dos fluidos 
popularmente utilizados como solvente em reações de biocatálise, 
devido às suas propriedades, como: fácil e completa remoção do 
solvente; a capacidade de manipular as propriedades físicas apenas 
alterando a pressão ou a temperatura; altas taxas de reação; bom 
controle da seletividade de enzimas; não-toxicidade e não 
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inflamabilidade (KNEZ; HABULIN, 2002; MATSUDA et al., 2004; 
MONHEMI; HOUSAINDOKHT, 2012).  
 Outro fluido pressurizado promissor econômica e 
industrialmente a ser utilizado como solvente em reações enzimáticas é 
o GLP (Gás Liquefeito de Petróleo). O GLP, ou gás de cozinha, é 
constituído por uma mistura gasosa de hidrocarbonetos, obtido do gás 
natural das reservas do subsolo ou do processo de refino do petróleo cru 
nas refinarias (COPAGAZ, 2005). Dentre as principais vantagens do 
GLP pressurizado com relação ao CO2 supercrítico destaca-se seu preço 
relativamente mais baixo, o propano e o n-butano que são os principais 
gases que o compõe, não apresentam efeito deletério na atividade da 
enzima, como acontece com o dióxido de carbono supercrítico 
(HABULIN; KNEZ, 2002; OLIVEIRA et al, 2006; ORO et al., 2015; 
COMIM et al., 2015) e podem operar em pressões mais baixas quando 
comparado com o CO2. 
 Mais recentemente, o 1,1,1,2-tetrafluoroetano R134a (Tc 101 
°C, Pc 40 bar) tem emergido como potencial alternativa para o 
tratamento prévio de enzimas. Trata-se de um fluido relativamente polar 
(ε’ = 9,5 kHz) utilizado como gás refrigerante, embora tenha muitos 
estudos tanto para extrações subcríticas como supercríticas de produtos 
naturais e sínteses enzimáticas (GIMENO et al., 2006; LÓPEZ-LUNA 
et al., 2010; MENA et al., 2015), existem poucos trabalhos que 
utilizaram o solvente, com intuito de estudar o comportamento dos 
biocatalisadores em contato com o gás (YU et al., 2007). Além disso, o 
R134a comprimido é geralmente considerado como seguro (GRAS), 
inofensivo à camada de ozônio e não inflamável (CORR, 2002).  
 Tais características fazem do CO2, GLP e R134a, excelentes 
escolhas sobre outros gases testados na literatura, como trifluorometano, 
etano, hexafluoreto de enxofre ou etileno. Muitos estudos têm 
demonstrado a capacidade destes fluidos pressurizados como meios 
adequados para reações enzimáticas (YU et al., 2007; MATSUDA et al., 
2004; REZAEI; TEMELLI; JENAB, 2007; SILVA et al., 2013; 
COMIM et al., 2015; SANTOS; REZENDE; MARTÍNEZ, 2016), 
permitindo melhores rendimentos do que os solventes orgânicos 
tradicionais ou mesmo outros fluidos pressurizados mencionados acima.  
 
2.2.1 Tratamento de enzimas com fluidos pressurizados 
 
 As enzimas são uma classe especial de proteínas em que a 
atividade biológica surge a partir de um local ativo, reunidos pela 
configuração tridimensional da molécula. Mesmo pequenas mudanças 
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no sítio ativo podem levar a uma perda ou aumento na atividade da 
enzima, uma vez que a desnaturação ou ativação das proteínas está 
associada com alterações conformacionais que podem alterar a 
funcionalidade da enzima (por exemplo, o aumento ou a perda de 
atividade biológica altera a especificidade do substrato) (TSOU, 1986). 
 Para o desenvolvimento e compreensão de todo o processo 
catalisado por enzimas no meio supercrítico é necessário avaliar a 
atividade das mesmas em altas pressões. A literatura é vasta na 
avaliação dos efeitos da pressão sobre a estabilidade das enzimas (SUN; 
CLARK, 2001; NORTHROP, 2002; HERBST et al., 2014; AKASAKA, 
2014). A atividade enzimática e estabilidade podem depender de 
diversos fatores, como a espécie de enzima, características do fluido 
comprimido, pureza da enzima e das variáveis manipuladas no processo 
(MANERA et al., 2011).  
 A pressão modifica as taxas de reações catalisadas por enzimas 
através de alterações na estrutura da proteína ou alterações no 
mecanismo de reação. Dependendo do meio reacional em estudo, a 
reação pode ser acelerada ou desacelerada com o aumento de pressão 
(MORILD, 1981). 
 Ensaios experimentais de pressão sobre a atividade enzimática 
iniciou-se com o estudo de Eyring, Johnson e Gensler (1946) com a 
enzima invertase. Subsequente com Morild (1981), que investigou 
efeitos positivos e negativos sobre a atividade aparente de 135 enzimas. 
A alta pressão tem sido utilizada para aumentar a atividade e/ou 
estabilidade de várias enzimas, dentre elas a lipase B de C. antarctica 
(EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009), tripsina (LIU et 
al., 2010), β-galactosidase (MANERA et al., 2011) e lipase de Candida 
rugosa (ZHAO et al., 2015). 
  
2.2.2 Conformação estrutural de enzimas a alta pressão 
 
 No estudo da conformação estrutural de proteínas tem sido 
relatado que ligações covalentes não são afetadas por alta pressão, 
mantendo assim sua estrutura primária intacta sob condições 
operacionais de pressões normais ou moderadas (10 a 40 MPa). 
Transições estruturais das proteínas sob alta pressão são muitas vezes 
impulsionadas pelas mudanças de hidratação que acompanham 
alterações conformacionais (RIVALAIN; ROQUAIN; DEMAZEAU, 
2010). 
  A utilização de dióxido de carbono como solvente em processos 
a alta pressão pode causar mudanças na estrutura conformacional das 
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enzimas, devido às interações entre CO2 supercrítico e os resíduos das 
enzimas, resultando possivelmente no aumento da atividade enzimática. 
A extensão das alterações de atividade depende da natureza e fonte da 
enzima, bem como sobre as condições experimentais (LIU; CHEN; 
WANG, 2013a). 
 Liao et al. (2009) estudaram as alterações de propriedades 
moleculares de lipoxigenase induzidos pelo dióxido de carbono. Os 
autores descobriram que o teor relativo α-hélice de lipoxigenase 
diminuiu consideravelmente com o aumento da pressão desde 0,1 MPa 
até 50 MPa pelo uso de dióxido de carbono. Constatou-se também que a 
intensidade de fluorescência foi reduzida com o aumento de pressão, 
uma maior pressão pode resultar numa maior redução na intensidade de 
fluorescência. Os autores propuseram que a diminuição na intensidade 
de fluorescência foi mais provável devido ao desdobramento das 
moléculas induzidas pelo dióxido de carbono. Em outros trabalhos 
usando espectroscopia de fluorescência e dicroísmo circular foram 
observadas alterações relevantes na estrutura secundária e terciária de 
proteínas de soro de leite e de tirosinase de cogumelos tratados em CO2 
supercrítico (XU et al., 2011; HU et al., 2013). 
 Liu et al. (2010) investigaram o efeito do tratamento de alta 
pressão sobre a conformação, atividade, estabilidade térmica e em pH da 
enzima tripsina. Os resultados revelaram alterações conformacionais da 
enzima, melhor estabilidade em pH e temperatura, mas não mostrou 
relevância sobre a atividade. As mudanças conformacionais na enzima e 
seu desdobramento refletiram no aumento da intensidade de emissão de 
fluorescência. 
 Manera et al. (2011) avaliaram as influências de pressão, tempo 
de exposição e taxa de despressurização sobre a atividade β-
galactosidase das células permeabilizadas de Kluyveromyces marxianus. 
Os resultados demonstraram que as atividades deste biocatalisador 
foram superiores aos de uma amostra não-tratada, ao mesmo tempo 
constataram que o aumento da atividade estava relacionado com a 
mudança na estrutura terciária submetida a alta pressão com dióxido de 
carbono. 
 Liu et al. (2012) avaliaram o efeito do CO2 sub/supercrítico 
sobre a estrutura e atividade de Candida rugosa Lip7 (CRL7). Os 
resultados revelaram que a estrutura primária permaneceu intacta depois 
do tratamento com alta pressão e a estrutura secundária foi alterada à 
pressão de 10 MPa a uma temperatura de 40 °C durante 30 minutos. 
Com o aumento do tempo para 150 min, a alteração da estrutura 
terciária conduziu a uma melhor atividade enzimática. A partir destes 
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dados, foi possível ter uma melhor compreensão da estrutura e atividade 
das CRL7 em sistema CO2 sub/supercrítico para futuras aplicações em 
biocatálise. 
 Monhemi e Housaindokht (2012) examinaram as propriedades 
estruturais globais da lipase B de Candida antarctica. Eles verificaram 
que em CO2 supercrítico há desvios estruturais elevados da enzima na 
forma nativa. Por meio dos resultados do trabalho foi possível verificar 
que a enzima se mantém estável em condições de alta pressão com gás 
comprimido. Além disso, uma simulação foi realizada mostrando que a 
enzima tem estrutura mais semelhante à nativa no propano subcrítico do 
que em CO2 supercrítico.  
 Liu, Chen e Wang (2013) avaliaram o efeito do tratamento com 
CO2 sub/supercrítico com pressões de 6 e 10 MPa, tempo de exposição 
de 20, 30 e 150 min e temperatura de 35 e 40 °C, sobre a conformação 
das estruturas primárias, secundárias e terciárias e das propriedades 
catalíticas de atividade residual, constantes cinéticas (Km e Vmáx), 
energia de ativação (Eα), estabilidade térmica e tolerância a solvente 
orgânico, das enzimas comerciais, lipase B de  Candida antarctica  
(CALB) e lipase PS de Burkholderia cepacia. Em comparação com a 
amostra controle, a estrutura primária de ambas as lipases tratadas não 
foi alterada, enquanto que as estruturas secundárias e terciárias foram 
alteradas. As maiores atividades relativas foram de 105 % e 116 % para 
CALB e lipase PS, respectivamente. Para CALB o valor de Vmáx/Km 
aumentou significativamente, enquanto que para lipase PS, valor 
Vmáx/Km foi quase constante. Ambas as enzimas tratadas mostraram 
elevada estabilidade térmica. As enzimas também apresentaram alta 
tolerância a solvente orgânico. 
 Chen et al. (2013b) estudaram as influências do tratamento com 
CO2 supercrítico nas propriedades de lipase (PLC) de Pseudomonas 
cepacia, incluindo a sua atividade de esterificação e transesterificação, 
alterações estruturais e estabilidade.  A análise conformacional por FT-
IR e os espectros de emissão de fluorescência revelaram que as 
atividades melhoradas após o tratamento com CO2 supercrítico foram 
correlacionadas com as mudanças estruturais secundárias e terciárias da 
PLC. 
 Melgosa et al. (2015) em seu trabalho estudaram a conformação 
e atividade enzimática de quatro lipases comerciais tratadas com dióxido 
de carbono supercrítico. As condições experimentais avaliadas foram 
temperaturas (35 a 70 °C), pressão (10 a 25 MPa), tempo de exposição 
(1 a 3 h) e etapas de despressurização (1 a 3). Verificou-se melhoria de 
atividade para as enzimas livres (Palatase 20000-G e Lipozyme CALB-
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L) tratado em condições moderadas, enquanto que a alta temperatura e 
pressão e o tempo maior de exposição conduziu a perdas de atividade. Já 
com enzimas imobilizadas (Lipozyme IM RM e Lipozyme 435) não 
foram observadas perdas de atividade ou nenhum efeito significativo do 
tratamento na atividade das enzimas.  
 Santos, Rezende e Martínez (2016) estudaram o efeito da 
atividade da enzima Lipozyme 435 em processos com dióxido de 
carbono supercrítico. Avaliaram os efeitos da temperatura (40 a 60 ºC), 
pressão (10 a 20 MPa), tempo de exposição (1 a 6 h) e etapas de 
despressurização (1 a 3) na atividade da enzima. Os resultados 
mostraram que a atividade da enzima diminuiu com o aumento da 
pressão, temperatura, tempo de exposição e número de ciclos de 
pressurização/despressurização. As análises de conformação estrutural 
por FTIR mostraram alteração na estrutura secundária da lipase 
imobilizada. 
 
2.3 MÉTODOS PARA AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES 
CONFORMACIONAIS 
 
2.3.1 Dicroísmo circular 
  
 Dicroísmo circular (DC) é um método de espectroscopia ótica 
particularmente útil para o estudo de moléculas quirais, tais como 
proteínas e carboidratos, que possuem unidades oticamente ativas. 
Quando tais moléculas interagem com a luz circularmente polarizada 
provocam uma alteração na luz incidente. O fenômeno do dicroísmo 
circular consiste da absorção diferencial da luz circularmente polarizada 
à esquerda e à direita por essas moléculas quirais (Figura 3) 
(RANJBAR; GILL, 2009).  
 
Figura 3 - Esquema de Dicroísmo Circular, em que a diferença na absorção é 
medida. 
 
Fonte: Ranjbar e Gill (2009). 
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 Quando aplicado em proteínas, os espectros de DC são 
geralmente divididos em três faixas de comprimento de onda, baseadas 
na energia das transições eletrônicas que predominam em determinada 
faixa: (1) UV distante (260 – 170 nm), em que podem ser utilizados para 
caracterizar e quantificar o conteúdo de estrutura secundária; (2) UV 
próximo, entre 250 e 300 nm, onde contribuem as cadeias laterais 
aromáticas e estrutura terciária e (3) UV próximo – região visível, entre 
300 e 700 nm, onde os grupos cromóforos são os principais 
contribuintes, permitindo estudo de ligantes (MILES; WALLACE, 
2015). 
 Um espectro típico de α-hélice é caracterizado por duas bandas 
negativas próximas a 222 e 208 nm e uma banda positiva próxima a 192 
nm. Um espectro de DC característico de folhas-β, apresenta uma banda 
negativa em 215 nm e uma banda positiva em 198 nm. Bandas pequenas 
adicionais são frequentemente observadas próximo a 175 nm (negativa) 
e 168 nm (positiva) (SREERAMA; WOODY, 2004). 
 A magnitude de um espectro de DC depende da concentração 
da amostra e caminho ótico da célula. Para comparações espectrais 
significativas ou análises quantitativas de estrutura secundária, espectros 
devem ser normalizados para unidades que removem estes fatores a 
partir da lei de Lamber-Beer, Equação 1 (MILES; WALLACE, 2015). 
  
Aλ= ε ·c ·Ɩ   (1) 
 
 Onde: Aλ é a absorbância de um dado comprimento de onda; ε é 
o coeficiente de extinção molar (M-1.cm-1); c é concentração molar; Ɩ o 
caminho ótico em centímetros. 
 No entanto, para a metodologia DC utiliza-se a Equação 2, em 
que, L e R referem-se à luz polarizada circular da esquerda e direita 
(MILES; WALLACE, 2015). 
 
AL(λ)- AR(λ)=ΔA= (εL(λ)- εR(λ))·c ·Ɩ= Δε·c·Ɩ (2) 
 
 A unidade principal foi definida para o dicroísmo circular como 
'elipticidade', que é descrita como a tangente da relação do menor para o 
maior eixo elíptico (HAMMES, 2005). De acordo com a literatura para 
relatar o DC de uma amostra, a representação é dada por resíduo de 
elipticidade (Graus cm2.dmol-1), dicroísmo circular molar ou delta 
epsilon (L.mol-1.cm-1) (BEROVA; BARI; PESCITELLI, 2007).  
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2.3.2 Espectroscopia de fluorescência  
 
A técnica de espectroscopia por fluorescência consiste na 
excitação de moléculas do analito, cujo espectro de emissão fornece 
informações para análises qualitativas e quantitativas, onde existem três 
métodos óticos relacionados entre si, a fluorescência molecular, a 
fosforescência e a quimioluminescência. A fluorescência ocorre em 
sistemas químicos gasosos, líquidos e sólidos simples, bem como em 
sistemas complexos, onde elétrons de um dado átomo (analito) são 
excitados por radiação em um determinado comprimento de onda, após 
um tempo que varia entre 10-5 e 10-8 s, os elétrons voltam ao estado 
fundamental e ao fazer isso emitem radiação em todas as direções 
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; SOLOMONS; FRYHLE, 2005).  
Para medidas de fluorescência intrínseca em estudos de 
proteínas dois tipos de fluoróforos são usados em análise de 
fluorescência de macromoléculas – fluoróforos intrínsecos (contidos nas 
macromoléculas) e fluoróforos extrínsecos (adicionados ao sistema, 
normalmente ligados a um de seus componentes). Para proteínas, há 
somente três fluoróforos intrínsecos – triptofano, tirosina e fenilalanina, 
absorve fluorescência no ultravioleta, na faixa de 250 – 400 nm. A 
fluorescência de resíduos aromáticos revela uma riqueza de informações 
sobre conformação, sítios de ligação, interações com solventes, grau de 
flexibilidade, distâncias intermoleculares e coeficiente de difusão 
rotacional de macromoléculas (CHAN et al., 2014). 
 Na instrumentação, dois tipos gerais de acessórios são 
utilizados, o filtro fluorímetros, que serve para isolar a luz incidente e a 
luz fluorescente, e o espectrofluorímetro, usado na difração de 
monocromadores para isolar a luz incidente e luz fluorescente. O 
procedimento consiste na passagem de uma luz de uma fonte de 
excitação através de um filtro ou monocromador, e é incidente sobre a 
amostra. Uma parte da luz incidente é absorvida pela amostra, e algumas 
das moléculas da amostra produzem fluorescência. A luz fluorescente é 
emitida em todas as direções. Parte desta luz fluorescente passa através 
de um segundo filtro ou monocromador e atinge um detector. Várias 
fontes de luz podem ser utilizadas como fontes de excitação, incluindo 
lasers, fotodiodos e lâmpadas (PAVONI et al., 2014). 
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2.3 CONSIDERAÇÕES FINAIS REFERENTES AO ESTADO DA 
ARTE 
 
 Conforme pode ser constatado no levantamento bibliográfico 
realizado, a utilização da alta pressão como tratamento para aumentar a 
atividade catalítica e estabilidade frente a pH e temperatura foi 
investigada para vários tipos de enzimas. Contudo, poucos trabalhos 
estão publicados no meio científico referente a estudos de conformação 
estrutural. De maneira geral, percebe-se que tratamentos com pressões 
elevadas (≥ 100 MPa) podem diminuir acentuadamente a atividade 
enzimática devido a alterações irreversíveis na estrutura primária das 
enzimas (ZHANG et al., 2012). Porém, mantendo-se uma faixa de 
pressão moderada de 10 a 40 MPa, apenas certas alterações 
conformacionais reversíveis ocorrem, podendo melhorar o desempenho 
enzimático como um todo. Entre os fluidos comprimidos estudados na 
literatura, destaca-se o CO2 supercrítico apresentando bons resultados 
em reações enzimáticas e no estudo da conformação estrutural de 
enzimas. Isso, possivelmente, está relacionado ao fato de que o fluido 
possui baixa polaridade, dissolvendo mais facilmente os compostos 
hidrofóbicos, além das propriedades críticas moderadas (7,38 MPa e 
31,4 °C) que são compatíveis com a utilização de enzimas como 
catalisadores (SRIVASTAVA; MODAK; MADRAS, 2002). Porém, 
outros gases como o GLP e o R134a mostraram-se promissores como 
solventes em reações enzimáticas.  
 Nesse panorama, percebe-se uma lacuna em relação a estudos 
de conformação estrutural de enzimas pós-tratamento com fluidos 
pressurizados como CO2 supercrítico, GLP e R134a. Neste contexto, a 
presente pesquisa poderá ajudar na elucidação de algumas indefinições 
sobre a estabilidade e atividade enzimática em meios pressurizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
  
 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS  
 
 Neste capítulo será apresentada uma descrição dos materiais 
utilizados, os métodos e o aparato experimental empregado para 
realização deste trabalho, bem como as metodologias de análises de 
conformação estrutural da enzima e caracterização. As análises de 
conformação foram realizadas no Laboratório Central de Biologia 
Molecular Estrutural (CEBIME) e as demais análises no Laboratório de 
Termodinâmica e Tecnologia Supercrítica (LATESC) ambos da 
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 
 
3.1 MATERIAL 
 
 As três enzimas adotadas para os tratamentos a alta pressão 
foram utilizadas em sua forma livre, sendo duas não comerciais, a 
proteína tirosina fosfatase B (PtpB) de Mycobacterium tuberculosi e 
YopH de Yersinia enterocolitica. Ambas as enzimas não comerciais 
foram produzidas e purificadas no Laboratório Central de Biologia 
Molecular Estrutural (CEBIME) da Universidade Federal de Santa 
Catarina, onde posteriormente foram doadas gentilmente para os testes 
preliminares. E uma enzima comercial liofilizada, a Lisozima (1,4-β-N-
acetilmuramidase, EC 3.2.1.17) com pureza superior a 99 %, adquirida 
da Sigma-Aldrich. 
 Os fluidos empregados no trabalho foram o dióxido de carbono 
(CO2), adquirido da White Martins com 99,9 % de pureza, o gás 
liquefeito de petróleo (GLP) fornecido pela Petrobras, constituído por 
uma mistura de propano (50,3 %), n-butano (28,4 %), isobutano (13,7 
%), etano (4,8 %) e outros componentes secundários (metano, pentano, 
isopentano, entre outros) e o 1,1,1,2-tetrafluoroetano (R134a) com 
100 % de pureza, adquirida da DuPont do Brasil S/A. 
 Para ajustar o pH da solução tampão utilizou-se hidróxido de 
potássio P.A. (KOH) a 1 mol.L-1 e para administrar a força iônica dos 
experimentos usou-se o cloreto de sódio P.A. (NaCl), ambos da Vetec. 
 Para a determinação da atividade das enzimas não comerciais 
foram utilizados os seguintes reagentes: 
 
 4-nitrofenil palmitato (pNPP) 20 mmol.L-1 (98 % de pureza, Sigma-
Aldrich); 
 Tampão Imidazol 20 mmol.L-1 pH 7,0; 
 Água ultrapura Milli-Q® (resistividade de 18,2 MΩ.cm a 25 ºC). 
46 
 
 
 
  
 Para determinação da atividade enzimática da Lisozima foram 
utilizados os seguintes reagentes: 
 
 Células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus 0,1 mg.mL-1 
(Sigma-Aldrich); 
 Tampão Fosfato de potássio P.A. (Vetec) 66 mmol.L-1, pH 6,24;  
 Água ultrapura Milli-Q® (resistividade de 18,2 MΩ.cm a 25 ºC). 
 
3.2 MÉTODOS 
 
3.2.1 Tratamento com fluidos pressurizados 
 
 Para os testes preliminares (visando definir a enzima a ser 
enfatizada no estudo), utilizou-se somente o scCO2 como solvente no 
tratamento das duas enzimas não comerciais (PtpB e YopH) e da 
lisozima. As amostras foram tratadas com scCO2 na razão mássica 
solução de enzima/fluido de 1:1 (m/m); pressão de trabalho de 200 bar; 
taxa de despressurização 30 bar.min-1; temperatura de 32,0 ± 0,5 °C; 
tempo de exposição de 2 horas, com intuito de verificar o 
comportamento das enzimas após o tratamento com alta pressão. 
 Deve-se salientar que, as enzimas foram utilizadas na forma de 
solução enzimática, ou seja, antes de seu uso as enzimas não comerciais 
foram dissolvidas em meios tamponantes e a lisozima foi dissolvida em 
água. Para tanto, a enzima PtpB foi diluída em Tampão Tris HCl 20 
mM, pH 8; NaCl 50 mM; EDTA 5 mM; DTT 5 mM; glicerol 20 %. A 
enzima YopH foi diluída em Tampão Acetato de sódio 100 mM, pH 5,7; 
NaCl 100 mM; EDTA 1 mM e DTT 1 mM. Ambas as enzimas não 
comerciais foram usadas com concentração final de 0,25 uM (na solução 
enzimática). A lisozima foi dissolvida em água Milli-Q e usada com 
concentração de 0,5 mg.mL-1 (na solução enzimática). Portanto, é 
importante salientar que os sistemas utilizados foram constituídos por 
enzima + cossolvente (meio tampão ou água) + fluido pressurizado 
(CO2, GLP ou R134a). 
 A partir dos resultados obtidos com os testes preliminares, 
foram realizados diversos ensaios experimentais com a lisozima visando 
definir as melhores condições de tratamento enzimático, na busca por 
melhores atividades residuais específicas. Para tanto se utilizou 
primeiramente o CO2 como solvente, onde as condições de operação 
foram baseadas em planejamentos experimentais (seção 3.2.2). Em 
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seguida os fluidos pressurizados GLP e R134a foram utilizados como 
solventes em ensaios realizados nas melhores condições experimentais 
observadas durante o emprego do CO2 como solvente. 
 Estes ensaios tiveram por objetivo avaliar o efeito do uso de 
diferentes solventes pressurizados na busca pelo melhor desempenho 
enzimático pós-tratamento a alta pressão. Ainda, todos os experimentos 
foram realizados em duplicata, e os resultados expressos em termos de 
atividade residual ± desvio padrão.  
 
3.2.1.1 Aparato Experimental 
 
 O aparato experimental para a avaliação da atividade das 
enzimas em fluido pressurizado consiste basicamente em um 
reservatório de solvente; dois banhos termostáticos (Nova Ética, 
521/2D) para controle da temperatura; uma bomba de seringa (ISCO, 
260D); uma célula encamisada, de volume variável e aço inoxidável, 
com volume máximo de 28 mL e volume de trabalho de 
aproximadamente 12 mL, com 2 janelas de safira acopladas; um 
transdutor de pressão absoluta (Smar, LD301) equipado com um 
indicador portátil (Smar, HT201) com uma precisão de ± 0,4 bar (0,04 
MPa).  
 A vista geral do equipamento é apresentada na Figura 4. O 
equipamento permite conduzir os experimentos até 350 bar e 80 °C 
(FRICKS et al., 2006; FRANKEN et al., 2010). Todas as linhas de 
montagem experimental empregam tubulações de diâmetro externo 
(OD) 1/16" de aço inoxidável (HIP) e entre a bomba e o reservatório de 
solvente há uma “check-valve” (HIP, 15-41AF1-T 316SS) para evitar o 
refluxo do solvente pressurizado. Duas outras válvulas micrométricas 
(HIP, 15-11AF2 316SS) completam o aparato experimental, uma 
localizada após a bomba de seringa, na entrada da célula de alta pressão 
para permitir o carregamento de solvente, e a outra para permitir a 
pressurização do pistão pelo fundo da célula. 
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Figura 4 - Vista geral da unidade experimental para o tratamento das enzimas 
em fluido pressurizado. A – reservatório de solvente; B/H – banhos 
termostáticos; C – bombas de seringa; D – transdutor e indicador de pressão; E 
– célula encamisada de volume variável de aço inoxidável; F/G– válvulas 
micrométricas para alimentação e pressurização/despressurização, 
respectivamente, I – indicador de temperatura, J – Descarga do gás. 
 
 
3.2.1.2 Procedimento Experimental 
 
 O banho termostático para o resfriamento do fluido 
pressurizado das bombas seringas era ajustado a 7 ºC. Em seguida o 
segundo banho termostático em que a célula encamisada estava 
conectada era ajustado a 40,0 ± 0,5 °C para todos os experimentos. Essa 
temperatura foi determinada com base na temperatura ótima de atuação 
da lisozima (BRENDA, 2016; SHU et al., 1998). Posteriormente, 6 mL 
de solução enzimática com concentração de 0,5 mg.mL-1 eram 
alimentados ao interior da célula, seguida da alimentação do solvente a 
uma pressão conhecida (100 bar) e na razão mássica (solução de 
enzima/solvente) definida 1:1, m/m. Após este procedimento, o sistema 
era submetido à pressurização até atingir a pressão desejada (por 
exemplo, 100 a 200 bar) e então se iniciava o tempo de tratamento 
enzimático (2 horas). Os níveis de pressão (100 a 200 bar), força iônica 
(0 a 50 mmol.L-1) e taxa de despressurização (10 a 50 bar.min-1) foram 
ajustados de acordo com as condições pré-estabelecidas na sequência 
dos planejamentos experimentais. 
 A atividade enzimática inicial foi determinada utilizando-se 
uma amostra controle, esta amostra permaneceu nas mesmas condições 
experimentais, temperatura de 40,0 ± 0,5 °C, tempo de exposição de 2 
horas, solução enzimática a 0,5 mg.mL-1, porém sem o tratamento com 
fluido pressurizado. Já a atividade enzimática final refere-se à amostra 
ao término do tratamento. As atividades foram determinas utilizando os 
procedimentos descritos no item 3.2.5. Contudo, os resultados foram 
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expressos em termos de atividade residual, calculada segundo a 
Equação 3. 
 
AE Residual (%) =  
AE final
 AE inicial
 x 100 (3) 
 
Sendo, AE atividade específica (U.mg-1). 
 
3.2.2 Delineamento Experimental 
 
 As condições experimentais tais como pressão, força iônica e 
taxa de despressurização variaram seguindo os planejamentos 
experimentais, conforme os níveis indicados nas Tabelas 1 e 2. A 
concentração de enzima (0,5 mg.mL-1) definida a partir de dados 
extraídos de outro grupo de pesquisa da área, o tempo de exposição ao 
tratamento (2 horas), temperatura 40,0 ± 0,5 °C e volume de solução 
(6 mL) foram fixados em todos os experimentos. 
 
Tabela 1 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 23 (com 
triplicata no ponto central) para o tratamento com CO2 pressurizado. 
Variáveis Independentes 
Níveis 
-1 0* 1 
Pressão (bar) 100 150 200 
Força iônica (mmol.L-1) 0 25 50 
Taxa de despressurização (bar.min-1) 10 30 50 
* Ponto Central 
 
 Paralelamente optou-se em realizar um experimento isolado 
variando a força iônica em 0 a 50 mmol.L-1com e sem o contato do CO2 
com a enzima. Para tanto, adotou-se a condição experimental em que 
obteve-se o maior aumento de atividade enzimática promovido pelo 
planejamento descrito na Tabela 1, ou seja, empregando uma pressão de 
150 bar e taxa de despressurização de 30 bar.min-1.   
 Para as condições experimentais sem o solvente (fluido 
pressurizado) em contato com a amostra, os ensaios variaram seguindo o 
planejamento experimental, conforme os níveis indicados na Tabela 2. 
Nesse planejamento optou-se por não administrar a força iônica no 
meio, pois verificou-se que as variações da força iônica não 
promoveram ganhos expressivos na atividade enzimática.  
 
50 
 
 
 
Tabela 2 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 22 (com 
triplicata no ponto central) para o tratamento sem CO2 em contato com a 
solução de enzima. 
Variáveis Independentes 
Níveis 
-1 0* 1 
Pressão (bar) 100 150 200 
Taxa de despressurização (bar.min-1) 10 30 50 
* Ponto Central 
 
3.2.3 Estudo cinético 
 
 Após a realização dos planejamentos experimentais, a melhor 
condição foi definida e conduzida para a realização de um estudo 
cinético. Na qual, variou-se o tempo de exposição em 1, 2, 4, 6 e 8 
horas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, e a 
atividade residual no tempo zero (sem tratamento) foi definida como 
100 %. 
  
3.2.4 Avaliações de estabilidade da Lisozima a baixas temperaturas 
 
 Os ensaios de estabilidade da lisozima foram conduzidos na 
melhor condição experimental (definida em planejamento). A enzima 
tratada foi armazenada a 4 ºC (geladeira) e congelada instantaneamente 
em nitrogênio líquido (-196 ºC) seguido do armazenamento a -10 ºC. As 
análises de atividade enzimática foram realizadas 30 minutos após o 
armazenamento e posteriormente a cada 1 hora (atividade em função do 
tempo).  Uma amostra controle, ou seja, aquela não submetida ao 
tratamento foi realizada simultaneamente nestas mesmas condições. 
Todos os experimentos foram realizados em duplicata, e os resultados 
expressos em termos de atividade residual ± desvio padrão. 
 
3.2.5 Determinação das atividades enzimáticas 
 
3.2.5.1 PtpB e YopH 
 
 A atividade enzimática da PtpB e YopH foi mensurada a partir 
dos métodos descritos por Martins et al. (2013) e Mascarello et al. 
(2013) com algumas adaptações.  A hidrólise do substrato artificial p-
nitrofenil fosfato (pNPP) a 37 °C foi monitorada por espectrofotometria 
(Hitachi modelo U-2910). Os ensaios foram realizados em uma reação 
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de 500 L contendo 50 L de imidazol pH 7,0 (20 mmol.L-1 final), 
12,5 L de pNPP (20 mmol.L-1 final), 5 L de enzima (30 nmol.L-1 
PtpB ou 14 nmol.L-1 YopH final) e 432,5 L de água ultrapura. Foram 
adicionados na cubeta de quartzo todos os reagentes, porém a reação foi 
iniciada pela adição do substrato (20 mmol.L-1 pNPP). A quantidade de 
p-nitrofenol (pNP) produzida foi medida a 410 nm, durante 5 min (com 
leituras a cada 30 segundos) a 37 °C.  O branco foi realizado na ausência 
de enzima, a amostra controle foi realizada na presença da enzima sem o 
tratamento e a amostra tratada foi realizado com a enzima que sofreu 
tratamento prévio com o fluido pressurizado. A atividade foi expressa 
em porcentagem de atividade residual, comparando-se a atividade 
enzimática da amostra controle com a amostra tratada. Todos os ensaios 
foram realizados em duplicatas. 
 
3.2.5.2 Lisozima 
 
 O método utilizado para determinação da atividade da lisozima 
foi adaptado a partir do método apresentado por Shugar (1952), na qual 
baseia-se na determinação da taxa de redução turbidimétrica de uma 
suspensão celular de Micrococcus lysodeikticus medida através da 
absorbância a 450 nm em função do tempo. Para tanto, utilizou-se um 
espectrofotômetro da marca FEMTO modelo 800 XI.  
 Em uma cubeta de quartzo a 25,0 ºC, foi adicionado 2,5 mL de 
suspensão de M. lysodeikticus 0,1 mg.mL-1 preparada em tampão fosfato 
de potássio 66 mmol.L-1, pH 6,24 e 100 μL de solução enzimática, 
preparada com Água ultrapura Milli-Q®. Imediatamente após a adição 
do substrato e enzima, a agitação foi realizada por inversão e registrou-
se o decréscimo da absorbância a 450 nm por 5 min (com leituras a cada 
30 s). Uma unidade enzimática produz uma variação de absorbância de 
0,001 por minuto nas condições do ensaio. Por fim, a atividade 
específica (U.mg-1) foi calculada através da Equação 4.  
 
AE= 
(
∆A450
min teste
-
∆A450
min branco
) x (df)
(0,001)(0,1)(C)
 (4) 
 
 Em que, AE é a atividade específica (U.mg-1); ((𝛥A450 nm (teste) 
- 𝛥A450 nm (branco)) / min) é a inclinação da curva da absorbância a 
450 nm em função do tempo (descontando-se a diferença entre a 
inclinação para a amostra analisada e para seu branco); df é o fator de 
diluição; C é a concentração de proteína da solução 
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enzimática (mg.mL-1); 0,1 é o volume de enzima adicionado na 
reação (mL); 0,001 é a variação da absorbância a 450 nm por definição 
de unidade. 
 
3.2.6 Determinações analíticas e caracterização da solução 
 
3.2.6.1 Espectroscopia de Massa (MALDI-TOF) 
 
 As massas moleculares da lisozima controle e tratada em 
diferentes condições experimentais foram determinadas utilizando o 
espectrômetro de massa MALDI-TOF/TOF modelo AutoFlex III 
Smartbean (Bruker Daltonics) mediante a calibração externa sob modo 
de operação linear positivo nas faixas de m/z de 2000 - 20000 Da, laser 
de nitrogênio (λ = 337 nm), aceleração por 20 kV no modo linear para 
as proteínas intactas, intensidade do laser de 40 %, frequência de 
200 Hz, somatória de 1500 disparos (500 por vez).  
 O volume de 1 L de cada amostra foi homogeneizado com 
1 L de matriz composta de ácido sinapínico 38 mg.mL-1 (Sigma-
Aldrich), acetonitrila grau LC-MS 70 % (v/v), ácido trifluoracético 
0,2 % (v/v) em água grau LC-MS. Em seguida, 1 μL dessa mistura foi 
aplicada diretamente na placa do espectrômetro MALDI-TOF, na qual 
ocorreu a cristalização a temperatura ambiente. Após a cristalização as 
amostras foram submetidas às análises espectrométricas. Os espectros 
gerados foram analisados com o programa FlexAnalysis 3.3 (Bruker 
Daltonics).  
  
3.2.6.2 Dicroísmo Circular (DC) 
 
A estrutura secundária de uma molécula pode ser determinada 
pela espectroscopia de Dicroísmo Circular (DC), que se baseia na 
diferença de absorção entre a luz circularmente polarizada à esquerda e 
luz circularmente polarizada à direita.  
A solução de enzima previamente tratada com os fluidos 
pressurizados foi utilizada para analisar a integridade das estruturas 
secundárias nas condições experimentais e monitorar as possíveis 
mudanças conformacionais induzidas por influência da pressão, força 
iônica e taxa de despressurização, bem como a interação com diferentes 
fluidos através das medidas de DC. 
Os espectros DC foram coletados a temperatura controlada de 
25 °C utilizando o espectropolarímetro DC (Jasco J, 815), em uma 
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cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho ótico, na faixa de comprimento 
de onda - UV (190 - 250 nm). Os espectros de DC foram tipicamente 
recuperados empregando-se médias de 3 varreduras. As contribuições da 
água ultrapura obtidos sob condições idênticas foram subtraídas e todos 
os espectros foram corrigidos a fim de eliminar qualquer efeito de ruído. 
Água ultrapura Milli-Q® foi utilizada para dissolver as 
amostras e como branco para todas as amostras. Os dados de DC foram 
expressos em termos de elipticidade molar [θ], em deg cm2/dmol. Uma 
redução na intensidade da banda negativa a 208 nm demonstra 
alterações na estrutura secundária da lisozima e um declínio no conteúdo 
de α-hélice (KELLY; JESS; PRICE, 2005; (KELLY; PRICE, 2000). A 
análise dos dados foi realizada usando o programa K2D3 Server, como 
descrito por Louis-Jeune, Andrade-Navarro e Perez-Iratxeta (2012), os 
resultados foram expressos em termos de conteúdo de α-hélice (%) e β-
folhas (%). 
 
3.2.6.3 Fluorescência 
 
 Utilizou-se o procedimento descrito por Chen et al. (2014) com 
algumas modificações. Logo, as medidas de fluorescência foram 
realizadas em um espectrofluorímetro Agilent Technologies modelo 
Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer com temperatura 
controlada a 25 ºC, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho ótico 
de 1 cm. As amostras tratadas e a controle com concentração de 
0,5 mg.mL-1 foram excitadas a 270 nm e a emissão de fluorescência foi 
monitorada no intervalo de 280 a 500 nm. A abertura da fenda, que 
compreende a quantidade de luz que atingirá a amostra, foi de 20 nm.  
 A emissão máxima (λmáx) e intensidade de fluorescência foram 
determinadas de acordo com o pico dos espectros de emissão de 
fluorescência. Os espectros de fluorescência foram recuperados 
empregando-se médias de 3 varreduras. As contribuições da água 
ultrapura obtidos sob condições idênticas foram subtraídas e todos os 
espectros foram corrigidos a fim de eliminar qualquer efeito de ruído. 
 
3.2.6.4 Determinação de Ácido Carbônico e pH 
 
 O pH das amostras foi determinado utilizando-se potenciômetro 
de bancada (QUIMIS, modelo 400A), devidamente calibrado. A 
determinação de ácido carbônico por titulação foi realizada de acordo 
com o método descrito nas Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz 
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). Todas as análises foram 
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realizadas em duplicata, os resultados com alterações foram repetidos e 
confirmados. Todas as medidas foram realizadas a 25 ºC. 
 
3.2.7 Análise estatística 
 
 Os efeitos das variáveis independentes investigadas (pressão, 
força iônica e taxa de despressurização) sobre a atividade enzimática da 
lisozima foram avaliados estatisticamente mediante análise do 
planejamento fatorial 23 e do planejamento fatorial 22, utilizando 
software STATISTICA versão 7.0, e a ferramenta estatística 
Experimental design (DOE). Os resultados foram analisados 
estatisticamente considerando um nível de significância de 95 % 
(p < 0,05). 
 
 
  
  
 
 
4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 O presente capítulo descreve os resultados obtidos no decorrer 
deste trabalho, relacionados aos testes preliminares para a determinação 
da enzima alvo, bem como as avaliações da atividade e estabilidade 
enzimática da Lisozima (1,4-β-N-acetilmuramidase, EC 3.2.1.17) na 
forma livre após o processamento em dióxido de carbono (CO2), gás 
liquefeito do petróleo (GLP) e R134a como solventes pressurizados. Por 
fim, são apresentados os resultados relacionadas às modificações de 
conformação estrutural da enzima. 
 
4.1 SELEÇÃO DA ENZIMA DE TRABALHO 
 
 Experimentos preliminares relacionadas à definição da enzima a 
ser utilizada no trabalho foram realizados. Para tanto utilizou-se duas 
enzimas não comerciais, a tirosina fosfatase B (PtpB) de Mycobacterium 
tuberculosi e a YopH de Yersinia enterocolitica, e uma enzima 
comercial, a Lisozima (1,4-β-N-acetilmuramidase, EC 3.2.1.17). As 
soluções enzimáticas foram tratadas com scCO2 na razão mássica de 
1:1 (m/m); pressão de trabalho de 200 bar; taxa de despressurização 30 
bar.min-1; temperatura de 32,0 ± 0,5 °C; tempo de exposição de 2 h. Os 
resultados destes ensaios estão descritos na Figura 5. Pode-se observar 
que as enzimas não comerciais sofrem maiores perdas de atividade 
residual em comparação com a enzima comercial. Sabe-se que, a 
extensão das alterações de atividade depende da natureza e fonte da 
enzima, bem como das condições experimentais testadas (LIU; CHEN e 
WANG, 2013). Logo, tais resultados podem estar relacionados a uma 
menor resistência das enzimas não comerciais em relação à lisozima no 
que tange as mudanças bruscas (despressurização) ou acentuadas (0 a 
200 bar) de pressão. Contudo, cabe ressaltar-se que, os resultados 
obtidos são restritos aos sistemas estudados, devendo-se evitar 
generalizações, ou seja, outros meios, solventes ou condições 
experimentais podem resultar em melhores desempenhos por parte de 
tais enzimas não comerciais. 
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Figura 5 - Atividades residuais das enzimas PtpB, YopH e Lisozima tratada em 
sistema CO2 pressurizado. Condição experimental: 200 bar; taxa de 
despressurização 30 bar.min-1; temperatura de 32,0 ± 0,5 °C; tempo de 
exposição de 2 h, razão mássica de enzima:CO2 1:1. Atividade média das 
enzimas controle: PtpB 20,30 ± 0,05 U.mg-1, YopH 50,30 ± 0,42 U.mg-1, 
Lisozima 114789,80 ± 1202,82 U.mg-1. 
 
 
 
4.2 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA LISOZIMA APÓS O 
TRATAMENTO A ALTA PRESSÃO 
 
4.2.1 Tratamento com scCO2 como solvente 
 
 Os resultados obtidos para a atividade residual da lisozima na 
forma livre após tratamento com CO2 como solvente são apresentados 
na Tabela 3. Pode-se notar que, aumentos na atividade da enzima foram 
alcançados após os tratamentos para a maioria das condições 
experimentais testadas, resultado interessante, considerando as possíveis 
aplicações da enzima como aditivo conservante nas indústrias 
alimentícia e farmacêutica (MINE et al., 2004; SU e CHIANG, 2006), 
principalmente para alimentos com alto teor de água. Contudo, observa-
se que, combinações distintas nos níveis das variáveis testadas podem 
levar a diminuições na atividade residual enzimática (Exp.; 2, 4, 6 e 8). 
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Neste contexto, a maior perda de atividade residual (perda de 11,7 % em 
relação à atividade inicial) foi observada na condição experimental 2, 
utilizando uma pressão de 200 bar, na ausência de sal, a uma taxa de 
despressurização lenta de 10 bar.min-1.  
  
Tabela 3 - Atividade residual (%) da lisozima na forma livre após tratamento 
com scCO2 como solvente para a amostra. Condições operacionais: tempo de 
processamento de 2 h; Temperatura de trabalho de 40,0 ± 0,5 ºC. 
Exp. 
Pressão  
(bar) 
Força Iônica 
(mmol.L-1) 
Taxa de 
Despressurização 
(bar.min-1) 
Atividade 
Residual  
(%) a 
1 100 0 10 114,13 
2 200 0 10 88,35 
3 100 50 10 105,27 
4 200 50 10 94,23 
5 100 0 50 106,28 
6 200 0 50 96,24 
7 100 50 50 109,60 
8 200 50 50 97,60 
11(C) 150 25 30 119,07 ± 3,41 b 
a Atividade Residual definida conforme Equação 3, pág. 49. 
b Resultado de triplicata. 
Atividade da amostra controle = 118665,30 ± 6764,45 U.mg-1 
 
 O maior aumento (atividade residual de 119,07 ± 3,41 %) foi 
observado na condição experimental referente ao ponto central, 
empregando uma pressão de 150 bar, força iônica de 25 mmol.L-1, a 
uma taxa de despressurização média de 30 bar.min-1 (Tabela 3). Alguns 
estudos têm mostrado que os fluidos comprimidos, tais como CO2, 
podem manter ou aumentar a atividade da enzima (LIU et al., 2012; 
MANERA et al., 2011; MELGOSA, et al., 2015). 
 Ainda, observou-se na condição do ponto central uma 
diminuição expressiva do pH (4,8 ± 0,2) das amostras tratadas com 
scCO2 quando comparadas com o pH (6,7 ± 0,3) das amostras controle. 
Esta queda no pH é atribuída à formação de ácido carbônico proveniente 
da dissolução do CO2 na água. Fato este, confirmado por análises de 
acidez titulável (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) de tais amostras 
tratadas, as quais resultaram em níveis de acidez em solução molar de 
0,110 ± 0,028 % v/m. 
 Outro efeito do dióxido de carbono, porém vinculada a estrutura 
da proteína está relacionado à formação de complexos de carbamatos 
entre grupos amino na superfície da enzima e moléculas de dióxido de 
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carbono. O dióxido de carbono, por ser uma molécula ácida, pode reagir 
com grupos amino básicos para formar carbamatos. O complexo 
formando depende da concentração relativa do CO2, grupos aminas e 
basicidade das aminas envolvidas, para as enzimas, os resíduos de lisina 
podem estar relacionados à formação desses complexos (BECKMAN, 
2004; KAMAT; BECKMAN; RUSSELL, 1995). A formação de tais 
complexos é relatada por alguns autores não ser benéfica nas reações 
enzimáticas (WRIGHT et al., 1944; MATSUDA et al., 2004), o que 
reforça a justificativa do porquê as condições estudas não favoreceram 
ganhos expressivos de atividade residual.  
 Para avaliar os principais efeitos das variáveis manipuladas 
sobre a atividade da enzima, os dados apresentados na Tabela 3 foram 
tratados estatisticamente, considerando um nível de significância de 
95 % (p < 0,05), utilizando o software Statistica ® 7 (Statsoft Inc, Tulsa, 
OK, EUA). A Figura 6 apresenta os efeitos dessas variáveis sobre a 
atividade final da enzima submetida a scCO2.  
 Observou-se neste sistema, que apenas a variável pressão 
apresentou efeito significativo na atividade enzimática da lisozima, 
sendo este um efeito significativo negativo, indicando que menores 
níveis destas, levam a um aumento na atividade enzimática da lisozima. 
Segundo alguns autores, a pressão pode modificar o comportamento 
catalítico de enzimas, alterando a seletividade e modulação da enzima 
(JACKSON; ELLER, 2006) e segundo Cheftel (1995), o tratamento a 
alta pressão pode distorcer a estrutura secundária e terciária do 
polipeptídeo, o que resultaria numa conformação da enzima diferente da 
nativa, justificando o aumento e ligeira queda de atividade em algumas 
condições experimentais, sem que ocorra a desnaturação da proteína. 
Tais resultados corroboram com as análises realizadas de conformação 
da enzima (seção 4.7). Contudo deve-se ressaltar que, as enzimas podem 
exibir uma “memória de pH”, ou seja, a enzima “recordar-se-á” do pH 
da última solução aquosa com a qual estava em contato (XU; 
KLIBANOV, 1996). Logo, o desvio da região de pH ótimo da lisozima 
(devido a formação de ácido carbônico) pode também explicar o porquê 
das menores atividades enzimáticas para maiores níveis de pressão 
(Tabela 3 e Figura 6). 
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Figura 6 - Diagrama de Pareto para a lisozima no sistema dióxido de carbono 
pressurizado, em função das variáveis independentes estudadas e da atividade 
enzimática residual obtida. 
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4.3 TRATAMENTO ENZIMÁTICO PRESSURIZADO SEM O USO 
DE SOLVENTE 
 
 Visando uma maior definição do efeito do CO2 como solvente 
pressurizado para meios enzimáticos, foram realizados tratamentos (a 
alta pressão) apenas com a solução enzimática (lisozima dissolvida em 
água), ou seja, sem o uso de solvente.  Para tais experimentos a 
atividade enzimática residual variou de 94,6 % a 141,01 ± 1,80 %, ou 
seja, obteve-se atividades residuais maiores que as alcançadas para as 
soluções enzimáticas dissolvidas em scCO2. As atividades residuais 
superiores as obtidas com o uso de scCO2 como solvente, podem estar 
relacionadas à inexistência da dissolução do CO2 na fase aquosa nessas 
condições, impedindo a formação de ácido carbônico (H2CO3) e 
evitando a acidificação do meio.  De acordo com a Tabela 4, o melhor 
valor de atividade enzimática residual encontrado para a lisozima foi de 
141,01 ± 1,80 %, quando foi submetida a 150 bar, com uma taxa de 
despressurização média de 30 bar.min-1.  
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Tabela 4 - Atividade residual (%) da lisozima após tratamento com alta pressão 
e sem o uso de solvente para a amostra. Condições operacionais: tempo de 
processamento de 2 h; Temperatura de trabalho de 40,0 ± 0,5 ºC; sem adição 
externa de força iônica no meio. 
Exp. 
Pressão  
(bar) 
Taxa de 
Despressurização 
(bar.min-1) 
Atividade 
Residual (%)a 
1 100 10 116,67 
2 100 50 132,16 
3 200 10 94,57 
4 200 50 120,35 
5(C) 150 30 141,01 ± 1,80 b 
a Atividade Residual definida conforme Equação 3, pág. 49. 
b Resultado de triplicata. 
Atividade da amostra controle = 103759,20 ± 6996,97 U.mg-1. 
 
 De forma a avaliar os principais efeitos das variáveis 
manipuladas sobre a atividade da enzima, os dados apresentados na 
Tabela 4 foram tratados estatisticamente, considerando um nível de 
significância de 95 % (p < 0,05). A Figura 7 apresenta os efeitos dessas 
variáveis onde pode observar-se que, tanto a pressão como a taxa de 
despressurização mostraram-se significativas. 
 
Figura 7 - Diagrama de Pareto para o tratamento (a alta pressão) da lisozima 
sem o uso de solvente em função das variáveis independentes estudadas e da 
atividade enzimática residual obtida. 
 
  
 O tratamento estatístico demonstra que, a variável com maior 
efeito significativo (p< 0,05) foi a taxa de despressurização, com efeito 
positivo, ou seja, quanto maior a taxa de despressurização maior poderá 
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ser a atividade residual obtida. De acordo com Knez e Habulin (2002) a 
taxa de despressurização é um passo determinante em relação à 
atividade da enzima pré-tratada em fluidos pressurizados. O contato do 
solvente com a estrutura terciária da enzima ocorre de modo lento. 
Quando o sistema é despressurizado rapidamente há uma expansão 
rápida do fluido, isso ocasiona uma diferença de pressão entre o 
ambiente onde se encontra a enzima e a sua pressão interna, 
promovendo possivelmente um desdobramento na estrutura da enzima, 
podendo levar a um aumento da sua atividade e a seletividade (KNEZ e 
HABULIN, 2002). 
 Quanto à pressão, a exemplo das respostas obtidas na seção 
anterior (seção 4.2.1), níveis de pressão ˂ 200 bar produzem melhor 
efeito na atividade enzimática da lisozima.  
 Os resultados apresentados confirmam que a taxa de 
despressurização, pressão e suas interações promovem alterações na 
estrutura do biocatalizador e, consequentemente, levam à uma perda ou 
aumento de atividade enzimática. 
 
4.4 EFEITO DA FORÇA IÔNICA NO TRATAMENTO 
ENZIMÁTICO COM scCO2 
 
 A Figura 8 apresenta os resultados de atividade residual da 
lisozima em função da força iônica do meio para diferentes condições 
experimentais. A enzima foi tratada a uma pressão de 150 bar, taxa de 
despressurização 30 bar.min-1, Força iônica (0 a 50 mmol.L-1), com e 
sem o uso de solvente (scCO2).  De acordo com os resultados, para a 
condição experimental realizada sem o uso de solvente e sem adição 
externa de força iônica no meio foi obtida a maior atividade residual, de 
141,01 ± 1,80 %. Já para a condição realizada com o uso de scCO2 
como solvente e força iônica de 25 mmol.L-1 a atividade residual foi de 
119,07 ± 3,41 %.  
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Figura 8 - Dados de atividade residual variando força iônica. Condições 
Experimentais: Amostra tratada 150 bar, despressurização 30 bar.min-1; 
temperatura 40,0 ± 0,5 °C; tempo tratamento 2 h. As medidas de atividade 
foram realizadas a 25 ± 2 °C. 
 
 
  
 De acordo com Davies et al. (1969), na degradação das células 
do substrato pela lisozima, a primeira etapa é a de adsorção da molécula 
de lisozima na superfície da parede celular e essa ligação ocorre através 
de forças eletrostáticas. Como os grupos ionizáveis da parede celular do 
substrato Micrococcus lysodeikticus são predominantemente carregados 
por cargas negativas e a lisozima possui carga líquida positiva, quando o 
pH do meio é inferior ao ponto isoelétrico da proteína, espera-se que as 
forças eletrostáticas favoreçam a adsorção da lisozima pelas células. 
Essa interação eletrostática favorável irá diminuir quando a força iônica 
do meio aumentar, explicando assim por que a elevação da força iônica 
para 50 mmol.L-1 não favoreceu o aumento de atividade residual da 
enzima.  
 Ou seja, quanto menor a força iônica e mais elevado o pH (pelo 
menos na gama 6,0 a 9,0), maior é a ligação desta enzima à célula 
bacteriana. Pois, a lisozima possui ligação de natureza eletrostática aos 
grupos acídicos da célula, sobretudo à parede bacteriana (SALTON, 
1952), desta forma os resultados obtidos corroboram com a literatura, 
uma vez que a lisozima possui cargas positivas em sua cadeia, atraindo e 
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se ligando às moléculas com cargas negativas predominantes e com um 
ponto isoelétrico entre pH 10,5 e 11,0 (LEHNINGER, 1975). 
 
4.5 ESTUDO CINÉTICO 
 
As melhores condições experimentais (de T, P, taxa de 
despressurização e força iônica) observadas durante os tratamentos com 
e sem o solvente (scCO2) para a solução enzimática foram fixadas (ver 
seções 4.2.1 e 4.3) para um estudo cinético da atividade residual da 
lisozima. 
A Figura 9 apresenta os resultados cinéticos para tempos de 
exposição (a alta pressão) de 1 a 8 horas. Todos os experimentos foram 
realizados em duplicata, e a atividade residual no tempo zero (sem 
tratamento) foi definida como 100 %.  
Pode-se observar na Figura 9, que a atividade específica residual 
da lisozima aumenta gradativamente até atingir seu máximo na condição 
sem o solvente em contato com a lisozima de 141,01 ± 1,80 % em 
2 horas de exposição. A partir de então, a queda na atividade específica 
residual é observada, e com 6 horas de exposição a atividade residual foi 
de 109,16 ± 0,64 % praticamente alcançou à atividade específica 
residual inicial, 100 %, indicando que tempos longos de exposição não 
favorecem o aumento de atividade da enzima. Resultados similares são 
relatados por Santos, Rezende e Martínez (2016) que observaram 
também que o aumento do tempo de exposição promove queda na 
atividade residual. Na condição com uso do solvente scCO2 em contato 
com a enzima o máximo de atividade residual foi de 133,93 ± 0,91 % 
em 4 horas de exposição, indicando ser o melhor tempo de tratamento. 
Observa-se que, para a condição experimental realizada sem o uso de 
solvente para a solução enzimática, atinge-se o máximo de atividade em 
menor tempo quando comparado aos experimentos realizados com o uso 
do solvente scCO2. 
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Figura 9 - Cinética do tratamento da lisozima com e sem o solvente scCO2 e 
com (25 mmol.L-1) e sem força iônica no meio. Condições experimentais: tempo 
de tratamento 2 horas; Temperatura de 40,0 ± 0,5 °C; Razão mássica de solução 
enzimática/solvente de 1:1 (m/m). 
 
 
 
 
4.6 ATIVIDADE DA LISOZIMA TRATADA COM DIFERENTES 
FLUIDOS PRESSURIZADOS 
 
 
 Resultados obtidos para a atividade enzimática da lisozima 
tratada com scCO2, GLP e R134a na condição experimental de 150 bar, 
taxa de despressurização de 30 bar.min-1, concentração de enzima de 
0,5 mg.L-1 (na solução enzimática); razão mássica de solução 
enzimática/solvente de 1:1 (m/m) e força iônica de 25 mmol.L-1 são 
apresentados na Figura 10. A comparação direta destes resultados com 
os obtidos após o tratamento com scCO2 permite concluir que as 
atividades residuais no sistema com GLP e R134a foram ligeiramente 
superiores. Para o solvente GLP, o ganho de atividade enzimática foi de 
31,91 ± 0,28 % e para o R134a o ganho foi de 32,51 ± 0,45 %, nas quais 
não houve diferença estatística pelo teste de t-Student considerando 
nível de confiança de 95 % (p<0,05). Desta forma, os valores de 
atividade residual usando o tratamento com GLP podem ser 
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considerados promissores economicamente, já que este solvente é 
constituído por uma mistura de gases hidrocarbonetos {maior fração é 
propano (50 %), seguida de butano (28 %)}, o qual é comercialmente 
usado como gás de cozinha e, portanto, tem um custo muito menor 
comparado ao CO2 e ao R134a (KUHN et al., 2012).  
 
Figura 10 - Tratamento da lisozima com diferentes fluidos pressurizados 
(scCO2/GLP/R134a). Condições experimentais: pressão de 150 bar; força iônica 
de 25 mmol.L-1; taxa de despressurização de 30 bar.min-1; tempo de tratamento 
de 2 horas; Temperatura de 40,0 ± 0,5 °C; Razão mássica de solução 
enzimática/solvente de 1:1 (m/m). Controle = solução enzimática sem 
tratamento. 
 
 
  
 Observando os valores de atividade residual obtidos nos 
tratamentos com scCO2, GLP e R134a, alguns autores relatam que gases 
com constantes dielétricas baixas favorecem a ativação interfacial das 
enzimas e, consequentemente, um aumento na atividade das mesmas 
(OLIVEIRA et al., 2006). Como o solvente GLP é constituído 
predominantemente de propano, assume-se que tal solvente possui baixa 
constante dielétrica, característica referente ao propano. Essa 
particularidade favorece a abertura do sítio ativo da enzima, relatado por 
alguns autores (HABULIN; KNEZ, 2002; ANDRADE et al., 2008). As 
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principais forças de estabilização das proteínas são o efeito hidrofóbico 
e o desenvolvimento de ligações de hidrogênio intramolecular, com isso 
o contato do solvente com a enzima possivelmente expõe seus resíduos 
apolares, promovendo o desdobramento da proteína (ANDRADE et al., 
2008).  Logo, o GLP pode ter contribuído para esse fenômeno, o que 
justifica o aumento de atividade residual, em comparação com o scCO2. 
Não existem dados de tratamento da lisozima com esse fluido na 
literatura, porém Silva et al. (2013) também observaram um aumento da 
atividade residual relativa utilizando GLP como fluido pressurizado, 
porém com a enzima inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
757.  
 Outro parâmetro importante é a solubilidade em água dos 
fluidos estudados, ambos os fluidos pressurizados, scCO2 e R134a tem 
baixa solubilidade em água (maior componente presente na solução 
enzimática). Contudo, Jackson et al. (1995) demonstrou 
experimentalmente que sob condições de temperatura (50 °C) e pressão 
(344,8 bar), a água tem maior solubilidade no R134a (% molar = 1,23) 
do que no CO2 (% molar = 0,75). Isso implica numa maior quantidade 
de moléculas do solvente R134a (em relação ao CO2) em contato com as 
enzimas. Além disso, cabe relembrar que o CO2 promove a acidificação 
do meio devido à formação de ácido carbônico. Tais diferenças 
possivelmente podem explicar o maior ganho de atividade residual para 
as enzimas tratadas com R134a em relação às tratadas com scCO2. Yu et 
al. (2007) também relataram aumentos de atividades residuais de uma 
enzima tratada com o R134a, porém com diferentes pressões de 
trabalho. 
 Estudar diferentes gases para a substituição de um solvente 
orgânico por um fluido pressurizado em reações enzimáticas justifica-se 
pelo aumento das taxas de transferência de massa que tais solventes 
promovem (devido às propriedades favoráveis de transporte), além de 
uma menor agressão ao meio ambiente e maior facilidade de separação 
destes fluidos a partir do produto final da reação (OLIVEIRA; 
OLIVEIRA, 2000; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2001). Os resultados 
apresentados são promissores, uma vez que todos os gases estudados 
apresentaram efeitos positivos no aumento de atividade enzimática. 
Além disso, observou-se que o aumento de atividade enzimática 
depende das características dos solventes, do conteúdo de água na 
solução enzimática, do meio reacional e das variáveis de processo 
envolvidas (T e P), significando que diferentes efeitos podem ser 
obtidos dependendo das características do sistema investigado. 
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4.7 MODIFICAÇÕES CONFORMACIONAIS DA LISOZIMA 
 
 De forma a verificar as possíveis modificações conformacionais 
na lisozima lançou-se mão de diferentes metodologias analíticas para a 
identificação de modificações em nível de estrutura primária (seção 
4.7.1), estrutura secundária (seção 4.7.2) e estrutura terciária (seção 
4.7.3).  
 As amostras usadas para as análises mencionadas acima são 
oriundas de diferentes tratamentos enzimáticos (diferentes níveis de P, 
taxas de despressurização, força iônica e tipo de solvente pressurizado), 
porém, mesma temperatura 40,0 ± 0,5 ºC e mesmo tempo de exposição 
(2 horas) aos tratamentos. 
 
4.7.1 Espectroscopia de Massa (MALDI-TOF) 
 
 A fim de avaliar se houve alguma modificação na estrutura 
primária da lisozima, as amostras testadas nesse estudo, foram 
submetidas à análise por espectrometria de massa, pela técnica de 
ionização por eletropulverização, em espectrômetro de massa sistema 
MALDI-TOF/TOF. 
 Como mostrado na Figura 11, os comportamentos de 
espectroscopia de massa da lisozima exposta aos diferentes tratamentos 
não foram alterados quando comparados com uma solução enzimática 
controle, ou seja, enzima sem tratamento a alta pressão. Estes resultados 
indicaram que não houve alterações na massa molecular ou ruptura da 
proteína. Demonstra ainda que, os peptídeos não foram decompostos 
após os tratamentos com scCO2. Resultados similares foram reportados 
por Liu et al. (2012) e Liu, Chen e Wang (2013), na qual a estrutura 
primária das enzimas estudas também permaneceu intacta depois do 
tratamento, o que foi justificado (segundo os autores) pela faixa de 
pressão empregada.  
 Dados importantes da literatura relataram que apenas pressões 
de 1000 a 2000 bar foram suficientes para provocar a dissociação de 
proteínas oligoméricas e complexos multiprotéicos (ZHANG et al., 
2012). Além disso, Tang e Ma (2009) demonstraram que os agregados 
iniciais foram formados a pressão de 2000 bar utilizando a proteína 
isolada de soja. Portanto, uma vez que a intensidade de pressão usada 
neste estudo foi de apenas 100 a 200 bar, justifica-se a estrutura primária 
da lisozima permanecer inalterada. 
  Através dos resultados de espectroscopia de massa foi possível 
obter uma massa molecular de 14320,60 ± 4,43 Da para a lisozima, o 
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que dá uma diferença de apenas 0,10 ± 0,03 % de acordo com a massa 
teórica, que é 14307,0 Da (ZHONG et al., 2004), mostrando qualidade 
dos dados experimentais e na determinação das curvas.  
 
Figura 11 - Espectros de massa da lisozima tratada em diferentes condições 
experimentais. (a) Amostra controle; (b) 150 bar; sem adição externa de força 
iônica; 30 bar.min-1, sem o uso de solvente (scCO2); (c) 150 bar; 25 mmol.L
-1; 
30 bar.min-1, com o uso de scCO2 como solvente para a solução enzimática; (d) 
200 bar; sem adição externa de força iônica; 10bar.min-1, com o uso de scCO2 
como solvente para a solução enzimática. 
 
 
 
 Do mesmo modo, a fim de avaliar se houve alguma 
modificação na estrutura primária da lisozima quando submetida ao 
tratamento com os fluidos pressurizados GLP e R134a como solventes 
para a solução enzimática, as amostras (previamente tratadas) foram 
submetidas à análise por espectrometria de massa.  Para tanto, as 
amostras enzimáticas foram previamente tratadas com os solventes GLP 
e R134a a uma pressão de 150 bar, taxa de despressurização 
30 bar.min-1, Força iônica 25 mmol.L-1. 
 Como mostrado na Figura 12, os comportamentos de 
espectroscopia de massa da lisozima exposta aos diferentes fluidos 
pressurizados não foram alterados quando comparados com o controle. 
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Estes resultados confirmam também que não houve alterações na massa 
molecular da lisozima. Ou seja, não houve modificação da enzima em 
nível de estrutura primária com o uso das diferentes metodologias 
experimentais adotadas no presente trabalho. Tais resultados corroboram 
com o exposto na literatura no que tange o uso de scCO2 como solvente, 
bem como, a faixa de pressão adotada no presente estudo (ZHANG et 
al., 2012; LIU et al., 2012; LIU, CHEN e WANG, 2013). 
 
Figura 12 - Espectros de massa da lisozima tratada com diferentes fluidos 
pressurizados na condição experimental de 150 bar; 25 mmol.L-1; 30 bar.min-1. 
(a) Amostra controle; (b) Com GLP; (c) Com R134a. 
 
 
 
4.7.2 Dicroísmo Circular (DC) 
 
 Visando verificar possíveis alterações na estrutura secundária 
da lisozima devido ao tratamento com fluidos pressurizados, a solução 
de enzima foi analisada por DC e seus espectros comparados com 
aqueles obtidos com a solução enzimática controle (sem tratamento 
prévio). A forma da curva dos espectros obtidos, bem como os 
comprimentos de onda máximo e mínimo de emissão, fornecem 
informações estruturais da proteína e de conteúdo de estruturas 
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secundárias, como conteúdo de α-hélice e folhas β (SREERAMA; 
WOODY, 2000). 
 A Figura 13 mostra espectros de DC de três diferentes amostras 
e compara com o espectro da amostra controle. O perfil de UV distante 
apresenta duas bandas negativas, uma em ≈ 208 nm e outra em ≈ 
222 nm, características de proteínas com caráter predominante em α-
hélice (KELLY; JESS; PRICE, 2005), além de uma banda positiva em ≈ 
193 nm.  Os cálculos de porcentagem de α-hélice e β-folha obtidos a 
partir das elipticidades molares em cada meio confirmam o alto 
conteúdo de estrutura α helicoidal (Tabela 5). Do mesmo modo, a 
análise dos espectros de DC para amostra controle forneceu as 
proporções relativas dos componentes da estrutura secundária da 
lisozima, em 34,16 ± 2,20 % de α-hélice e 14,18 ± 1,60 % de folhas β 
(Tabela 5), resultados semelhantes foram obtidos por alguns autores 
(DAY et al., 2014). 
 Os dados de DC das amostras de lisozima em diferentes 
tratamentos com fluido pressurizado revelaram que a lisozima preserva 
um enovelamento próximo ao nativo (amostra controle), confirmado 
pela semelhança nos espectros obtidos (Figura 13). Para a condição de 
200 bar, taxa de despressurização de 10 bar.min-1, sem adição externa de 
força iônica e com scCO2 como solvente para a solução enzimática é 
possível perceber que houve uma diminuição na intensidade do pico 
(negativo) a 208 nm, com alteração na intensidade do pico (negativo) a 
222 nm, que provavelmente indica uma desestruturação da molécula 
com alteração na estrutura secundária (ROSSETO, 2011), em que há um 
decréscimo no teor de α-hélice de 34,16 ± 2,20 % para 30,17 ± 0,07 % e 
um ganho em β-folha de 14,18 ± 1,60 % para 17,91 ± 0,03 % (Tabela 5). 
Sugerindo que alterações na estrutura comprometem a funcionalidade do 
biocatalisador, o que explica a redução de 11,65 % na atividade residual 
nesse ensaio (exp. 2 - Tabela 3). Alterações na estrutura secundária da 
lisozima afetando a atividade biológica da enzima também foram 
relatados por Striolo et al. (2003). Têm-se também condição semelhante 
de espectro para o experimento a 150 bar, taxa de despressurização de 
30 bar.min-1, sem força iônica e sem CO2 em contato com a enzima, 
porém agora sem alterar a intensidade do pico (positivo) a 190 nm. 
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Figura 13 - Espectros de dicroísmo circular da Lisozima em diferentes 
condições experimentais. Parâmetros utilizados: As medidas foram realizadas a 
25 °C; concentração de 0,5 mg.mL-1 de lisozima em água Milli Q; espectro 
obtido como média de três leituras subtraído do espectro de água Milli Q no 
Espectropolarímetro J-815; varredura de 190-260 nm e cubeta de quartzo de 
0,01 cm de caminho ótico. 
 
 
  
 Em geral, percebe-se que o tratamento com CO2 pressurizado 
não teve efeito significativo nos espectros obtidos, indicando que a 
composição estrutural secundária da enzima não foi significativamente 
alterada. Entretanto algumas diferenças espectrais foram observadas, 
como por exemplo, a variação de intensidades das curvas, que é devido 
a um rearranjo estrutural da proteína quando submetida aos tratamentos. 
 Os valores apresentados na Tabela 5 indicam que a diminuição 
no conteúdo de α-hélice observada nos ensaios a 150 bar, 30 bar.min-1, 0 
e 25 mmol.L-1, com e sem contato do CO2 com amostra não foram 
significativas (p<0,05) em comparação com a amostra não tratada. 
Logo, pode concluir-se que o tratamento com fluido pressurizado não 
altera o seu conteúdo de α-hélice nestas condições experimentais 
estudadas. 
 Contudo o ganho em estrutura folha-β observado na condição 
150 e 200 bar, 30 e 10 bar.min-1, sem adição externa de força iônica foi 
72 
 
 
 
significativa (p<0,05) e alguns autores relatam que está relacionado com 
uma possível agregação da enzima, causada pelo aumento de interações 
intermoleculares, ou ainda podem estar relacionadas às alterações em 
regiões próximas ao sítio ativo (GONÇALVES, 2013), uma vez que a 
lisozima apresenta folhas-β próximas ao sítio ativo, explicando a perda e 
aumento de atividade enzimática nessas condições (Tabela 3). 
 Salienta-se ainda, que, o resultado de atividade residual para o 
experimento realizado a 200 bar, 10 bar.min-1, sem adição externa de 
força iônica, com scCO2 como solvente observado na Tabela 5 difere 
ligeiramente do resultado apresentado na Tabela 3 (seção 4.2.1) devido 
ter sido realizado novamente e em duplicata para as análises de 
conformação estrutural. 
 Já quando comparado com diferentes fluidos em contato com a 
enzima, as condições experimentais destas promoveram maiores 
alterações e significativas em termos de conteúdo de estrutura 
secundária (Tabela 6). Isso pode ser explicado, devido a maior interação 
dos gases com a enzima, quando se compara com o solvente CO2. Estes 
resultados apontaram que o aumento da atividade residual da enzima 
pode estar relacionado a mudanças na conformação induzido por 
tratamento com tais fluidos. 
  
Tabela 5 - Elementos de estrutura secundária da Lisozima antes e depois do 
tratamento com fluido pressurizado. As porcentagens de estruturas secundárias 
foram calculadas utilizando o programa K2D3 a partir dos valores de 
elipticidade molar obtidos na Figura 13. 
Tratamento α-Hélice (%) β-folha (%) 
Atividade 
Residual (%)* 
Controle 34,16 ± 2,20a 14,18 ± 1,60a 101,33 ± 1,33a 
150 bar, 30 bar.min-1,  
sem adição externa de 
força iônica, sem scCO2 
32,82 ± 0,02a 18,33 ± 0,03b 141,01 ± 1,80b 
150 bar, 30 bar.min-1,  
25 mmol.L-1, com scCO2 
31,11 ± 0,03a 16,56 ± 0,04a 119,07 ± 3,41b 
200 bar, 10 bar.min-1, sem 
adição externa de força 
iônica, com scCO2 
30,17 ± 0,07a 17,91 ± 0,03b 89,39 ± 1,04a 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste 
de t-Student a 5 % de probabilidade de erro. 
* Atividade Residual definida conforme Equação 3, pág. 49. 
 
 A Figura 14 exibe espectros de DC de três amostras tratadas 
com diferentes fluidos pressurizados e compara com o espectro da 
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amostra controle. O perfil de UV distante apresenta também duas 
bandas negativas, uma em ≈ 208 nm e outra em ≈ 222 nm, 
características de proteínas com caráter predominante em α-hélice 
(KELLY; JESS; PRICE, 2005).  
  
Figura 14 - Espectros de dicroísmo circular da Lisozima tratada com 
GLP/scCO2/ R134a. Condição experimental: 150 bar, 30 bar.min
-1, 
25 mmol.L-1. Parâmetros utilizados: As medidas foram realizadas a 25 °C; 
concentração de 0,5 mg.mL-1 de lisozima em água Milli Q; espectro obtido 
como média de três leituras subtraído do espectro de água Milli Q no 
Espectropolarímetro J-815; varredura de 190-260 nm e cubeta de quartzo de 
0,01 cm de caminho ótico. 
 
 
 
 Os espectros de DC da lisozima apresentaram comportamentos 
distintos quando tratada com diferentes fluidos pressurizados (Figura 
14). As fendas características da estrutura secundária alfa-hélice 
posicionados a 208 nm e 222 nm tornaram-se mais pronunciados quando 
em contato com o GLP e o R134a. A diminuição da elipticidade molar 
em 208 nm e em 222 nm foi em média de 33,33 % em contato com GLP 
e em média 22,06 % em contato com o gás R134a, portanto assume-se 
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que houve uma perda parcial da estrutura secundária da proteína, 
contudo tal condição foi favorável para o aumento de atividade, uma vez 
que observou-se ganho de atividade enzimática nessas condições 
experimentais (Figura 9), enquanto que para o tratamento com scCO2 a 
diminuição da elipticidade molar foi em média 9,28 %.  
 Conforme descrito na Tabela 6, observa-se que o conteúdo de 
α-hélice diminuiu significativamente em comparação com a amostra 
controle, quando tratada com os solventes GLP e R134a, acompanhado 
por um aumento no conteúdo de β-folha. Pode-se observar que o 
aumento de atividade residual nessas condições experimentais tradadas 
com tais solventes originaram modificações similares na estrutura 
secundária da enzima, indicando que as alterações conformacionais 
podem ter promovido melhor acesso do substrato à região do sítio ativo, 
auxiliando na ativação enzimática. 
 
Tabela 6 - Elementos de estrutura secundária da Lisozima antes e depois do 
tratamento com GLP/scCO2/R134a, condição experimental de 150 bar, 
25 mmol.L-1, 30 bar.min-1. As porcentagens de estruturas secundárias foram 
calculadas utilizando o programa K2D3 a partir dos valores de elipticidade 
molar obtidos na Figura 14. 
Tratamento α-Hélice (%) β-folha (%) 
Atividade 
Residual (%)* 
Controle 34,16 ± 2,20a 14,18 ± 1,60a 101,33 ± 1,33a 
Tratada com GLP 27,17 ± 0,02b 22,05 ± 0,05b 131,90 ± 0,28b 
Tratada com CO2 31,11 ± 0,03
a 16,56 ± 0,04a 119,07 ± 3,41c 
Tratada com R134a 26,34 ± 0,05c 18,77 ± 0,02c 132,51 ± 0,45b 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste 
de t-Student a 5 % de probabilidade de erro. 
* Atividade Residual definida conforme Equação 3, pág. 49. 
 
4.7.3 Alterações no microambiente dos triptofanos monitoradas por 
fluorescência 
 
Os resíduos de triptofano (Try) e tirosina (Tyr) presentes na 
sequência primária da lisozima foram monitorados pela espectroscopia 
de emissão de fluorescência a fim de explicar e confirmar as alterações 
conformacionais na estrutura terciária da enzima em diferentes 
tratamentos com fluido pressurizado.  
A lisozima possui seis triptofanos residuais (Trp) e três tirosinas 
residuais (Try), que resultam em um bom objeto de investigação para 
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análise, sendo que 80 % da fluorescência intrínseca da lisozima é 
proveniente de dois dos seis resíduos de triptofano (Trp 62 e 108) 
(IMOTO et al., 1972), e a partir da estrutura de cristalografia de raio-X 
sabe-se que estes dois resíduos de triptofano estão presentes no sítio 
ativo da enzima (BLAKE et al., 1967). A intensidade de emissão está 
relacionada com a conformação da proteína, a partir dos resultados 
pode-se concluir se os resíduos de triptofano internos estão mais 
expostos ou escondidos (LOPES et al., 2015).   
 As alterações na estrutura terciária da enzima tratada com e sem 
o scCO2 como solvente para a amostra (solução enzimática) foram 
monitoradas e os espectros de emissão de fluorescência estão plotados 
na Figura 15. Como observado, o espectro de fluorescência para 
lisozima não tratada é caracterizado por um pico único, em λmáx 
~ 338 nm, resultados similares foram relatados por Mandal, Ghosh e 
Moulik (2016). Nas amostras tratadas o maior aumento na intensidade 
de fluorescência ocorreu com o ensaio a 150 bar, taxa de 
despressurização de 30 bar.min-1, sem adição externa de força iônica e 
sem o scCO2 como solvente para a amostra, sugerindo exposição de 
triptofanos mais internalizados. Além disso, sugere que o tratamento 
levou a enzima a adotar uma conformação aberta deixando mais exposto 
o sítio ativo. Sob tais condições, o substrato da enzima pode facilmente 
atingir o sítio ativo, resultando no aumento de atividade da enzima 
(HABULIN; KNEZ, 2002), o que explica o aumento da atividade 
residual nessa condição experimental (Tabela 4 – exp.5). 
A redução na intensidade de emissão de fluorescência foi 
observada com o tratamento a 200 bar, 10 bar.min-1, sem adição externa 
de força iônica no meio e com o uso de scCO2 como solvente para a 
amostra (Figura 15), fator indicativo de uma diminuição na exposição 
dos resíduos (Try e Tyr) para a fase aquosa como consequência da 
compactação da proteína, o que coincide com a perda da atividade 
residual nessa condição (Tabela 3 – exp. 2). O tratamento com dióxido 
de carbono nestas condições pode ter induzido alterações na 
conformação estrutural, na qual os resíduos Trp e Tyr foram transferidos 
para um ambiente mais hidrofóbico (LIU; CHEN; WANG, 2013; CHEN 
et al., 2013b). Alguns autores sugeriram que, quando uma determinada 
pressão é atingida, as interações entre os resíduos de Trp e Tyr e CO2 
podem se tornar mais fortes, afetando negativamente a atividade 
enzimática (LIU et al., 2012; MELGOSA et al., 2015). 
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Figura 15 - Espectro de emissão de fluorescência da Lisozima em diferentes 
condições experimentais. Medidas realizadas a 25 °C; comprimento de onda de 
excitação de 280 nm, dados de emissão de fluorescência coletados entre 300 a 
500 nm; aberturas de fenda de 20 nm para excitação e emissão, espectros 
obtidos como média de três leituras. 
 
 
 
De modo geral, a intensidade de fluorescência apresentou uma 
dependência com a atividade enzimática, ou seja, quando a enzima 
apresentou maior ganho de atividade 141,01 ± 1,80 % a intensidade de 
fluorescência também aumentou em comparação com a amostra 
controle, seguida de uma atividade residual de 119,07 ± 3,41 %, com 
intensidade de fluorescência intermediária entre a amostra controle e a 
amostra tratada na melhor condição experimental, por fim a menor 
intensidade de fluorescência foi observada na pior condição 
experimental, em que obteve-se uma atividade residual de 
89,39 ± 1,04 %. As mudanças na intensidade de fluorescência sem 
deslocamentos dos espectros indicam uma transição de desdobramento 
da enzima, que afeta, predominantemente a intensidade máxima 
(SACKETT; BHATTACHARYYA; WOLFF, 1994). Isso ocorre pelo 
desdobramento e/ou reestruturação das subunidades peptídicas (estrutura 
terciária) presentes na lisozima permitindo assim uma conformação mais 
ou menos favorável ao acesso do substrato no sítio ativo da proteína. 
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Isso pode conferir maior ou menor atividade enzimática dependendo do 
tipo de organização final da enzima.  
Os resultados de emissão de fluorescência da enzima tratada com 
diferentes fluidos pressurizados estão plotados na Figura 16.  Para o 
experimento com GLP é possível observar que houve diferença na 
intensidade de emissão quando comparado com amostra controle. 
Ainda, há um deslocamento do pico máximo de emissão de 12 nm em 
direção aos menores comprimentos de ondas, ou seja, passou de 
~338 nm para ~326 nm. Segundo Faria et al. (2004), uma diminuição da 
polaridade do microambiente na vizinhança do triptofano induz um 
deslocamento da emissão máxima (desvio do máximo de emissão no 
sentido de comprimentos de onda mais baixos) provocado 
possivelmente pela interação do solvente com a enzima nessas 
condições.  
 
Figura 16 - Espectro de emissão de fluorescência da Lisozima tratada com 
diferentes fluidos pressurizados. Condição experimental: 150 bar, 30 bar.min-1, 
25 mmol.L-1. Medidas realizadas a 25 °C; comprimento de onda de excitação de 
280 nm, dados de emissão de fluorescência coletados entre 300 a 500 nm; 
aberturas de fenda de 20 nm para excitação e emissão, espectros obtidos como 
média de três leituras. 
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Nos demais espectros obtidos com as amostras tratadas com 
scCO2 e R134a, novamente existe uma dependência da intensidade de 
fluorescência com a atividade residual, uma vez que o maior pico de 
intensidade foi observado quando a atividade residual atingiu 
132,51 ± 0,45 % (para o R134a), confirmando novamente que a nova 
conformação da enzima beneficiou sua ativação. 
Contudo, para explicar melhor o deslocamento do espectro de 
fluorescência obtida na condição que a enzima foi tratada com GLP, 
optou-se por realizar um experimento utilizando uma solução contendo 
água mais GLP, sem a enzima, nas mesmas condições experimentais. A 
fim de avaliar se existia alguma contribuição no espectro de 
fluorescência promovido pelos compostos presentes no GLP. Na 
Figura 17 foi possível constatar um pico de fluorescência em λmáx 
~302 nm para a amostra de água mais GLP, confirmando a existência de 
compostos fluorescentes no solvente, emitido provavelmente pelo 
enxofre encontrado na forma de mercaptana (radical R-S-H) 
(THOMPSON; ROBERTSON, 2000). Desta forma, o deslocamento do 
espectro possivelmente foi decorrente de uma interação/ligação entre tal 
composto (mercaptana) com a enzima, fornecendo um pico de 
fluorescência intermediário entre o espectro da enzima nativa e o 
espectro emitido pelo composto. Neste contexto, o real efeito do 
solvente GLP sobre os resíduos de Try e Tyr não pode ser avaliado com 
a metodologia padrão de espectroscopia de fluorescência, já que não se 
sabe ao certo qual a emissão líquida oriunda dos aminoácidos e qual a 
emitida pela mercaptana. 
De modo geral (exceto para o GLP), os diferentes tratamentos a 
alta pressão para a lisozima originaram espectros muito semelhantes em 
termos de emissão máxima, revelando estabilidade estrutural da 
proteína. Esta estabilização estrutural observada pode ser atribuída à 
utilização de solventes com polaridade reduzida, logo as interações 
hidrofóbicas que estabilizaram a estrutura nativa foram enfraquecidas 
enquanto as ligações de hidrogênio foram fortalecidas (LIU; HSIEH; 
LIU, 2004). Porém diferenças nas intensidades dos picos foram 
percebidas, essas diferenças podem ser atribuídas a alterações no 
microambiente dos resíduos de triptofano e tirosina, além de diferentes 
estados de protonação da cadeia lateral de alguns resíduos de 
aminoácidos promovidos pela interação do scCO2 ou aumento da força 
iônica do meio (FREITAS et al., 2011). Com estas observações, 
verifica-se que os dados obtidos por fluorescência corroboram com os 
dados obtidos com dicroísmo circular, uma vez que estes mostraram 
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alterações estruturais quando expostas a diferentes tratamentos com 
diferentes fluidos pressurizados.  
 
Figura 17 - Espectro de emissão de fluorescência da água mais GLP. Condição 
experimental: 150 bar, 30 bar.min-1, 25 mmol.L-1. Medidas realizadas a 25 °C; 
comprimento de onda de excitação de 280 nm, dados de emissão de 
fluorescência coletados entre 300 a 500 nm; aberturas de fenda de 20 nm para 
excitação e emissão, espectros obtidos como média de três leituras. 
 
 
 
4.8 ESTABILIDADE DA LISOZIMA À BAIXA TEMPERATURA  
 
 De forma a definir a manutenção da atividade enzimática 
residual (após os diferentes tratamentos) sob diferentes condições de 
armazenamento, as amostras após tratamento com as melhores 
condições experimentais obtidas nas seções 4.2, 4.3 e 4.6 para 2 horas 
de tratamento foram monitoradas por até 6 horas para as seguintes 
condições de armazenamento: 
a) armazenadas em geladeira a 4 ºC, e b) congeladas instantaneamente 
em nitrogênio líquido (-196 ºC) seguido do armazenamento em 
congelador a -10 ºC. Para a medida da atividade específica residual, 
todas as amostras eram ambientadas à temperatura de 25 ºC em banho-
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maria. Os resultados do estudo de estabilidade, em atividade específica 
residual (%), estão mostrados na Figura 18.  
 
Figura 18 - Estabilidade da Lisozima tratada com (CO2/ GLP/ R134a) e sem 
solvente para as amostras armazenadas durante 6 horas a 4 ºC e congelamento 
rápido em N2 líquido (-196 ºC) seguido de armazenamento a -10 ºC. 
 
 
 
Pode-se observar na Figura 18, que a enzima tratada com os 
diferentes fluidos pressurizados perde atividade gradualmente com o 
passar do tempo de armazenamento a baixas temperaturas em todos os 
sistemas estudados. A enzima tratada sem o uso de solvente em contato 
com a amostra perde atividade nas primeiras horas de armazenamento, 
porém mantém em 5 horas a atividade residual superior a 100 %. No 
caso das enzimas tratadas com scCO2 como solvente para a amostra, a 
queda de atividade residual é mais lenta com o passar do tempo, 
indicando que a interação do CO2 com a enzima pode ter favorecido a 
estabilidade da enzima armazenada.  
A enzima tratada com o R134a e congelada em nitrogênio líquido 
seguido de armazenamento em congelador, permaneceu com atividade 
específica residual inalterada nas primeiras horas de armazenamento 
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sofrendo uma queda brusca em 3 h e 4 h, mas reestabelecendo sua 
atividade residual nas horas seguintes. 
Comparando os diferentes métodos de armazenamento a baixas 
temperaturas, verifica-se de um modo geral que, uma menor perda de 
atividade residual ocorreu quando a enzima sofreu congelamento rápido 
em nitrogênio líquido. No entanto, a maior perda de atividade específica 
residual foi observada para a enzima tratada com scCO2 e congelada em 
nitrogênio líquido, demonstrando que o comportamento para cada 
sistema investigado é variável, dependendo do solvente e das variáveis 
manipuladas em cada experimento. 
Contudo, todas as formas de tratamento enzimático estudadas, 
mostraram-se características de processos reversíveis, ou seja, a enzima 
tende a voltar a sua conformação inicial depois de um determinado 
tempo. Esse fenômeno pode ser explicado pelo fato de que a enzima 
nativa é mantida por balanços de forças não covalentes, como interações 
hidrofóbicas, ligações de hidrogênio, pareamento de íons e força de van 
der Waals. Quando ocorre o aumento de temperatura essas interações 
podem ser rompidas e a proteína se desdobra (ANFINSEN, 1973), 
adquirindo outra conformação, ou reestruturando-se para sua 
conformação nativa, refletindo na medida de atividade enzimática. 
Neste contexto, o comportamento de diminuições e posteriores 
aumentos da atividade enzimática apresentado por algumas amostras na 
Figura 18 podem ser caracterizadas por uma modificação estrutural 
transitória da enzima modificada (pelo tratamento) durante o período de 
retorno e reestruturação ao seu estado nativo. Ou seja, o dobramento de 
alguma α-hélice ou β-folha nesse período pode causar uma maior ou 
menor atração do substrato ou mesmo diminuir a difusão dos substratos 
até o sítio ativo, o que pode explicar a oscilação na atividade enzimática. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
  
 
 
5 CONCLUSÃO 
 
Neste trabalho, investigações acerca do comportamento da 
atividade enzimática da lisozima na forma livre, submetida a CO2, GLP 
e R134a pressurizado foram realizadas a fim de fornecer uma melhor 
compreensão das alterações enzimáticas causadas por pressões elevadas. 
O uso do planejamento de experimentos para avaliar a atividade das 
enzimas mostrou ser uma ferramenta interessante para a investigação da 
influência das variáveis de processo no comportamento da enzima. 
Logo, as variáveis pressão e taxa de despressurização afetaram a 
atividade enzimática, porém a administração da força iônica não 
promoveu ganhos expressivos na atividade da enzima.  
 Incrementos na atividade residual da lisozima mostraram-se 
possíveis pelo uso das melhores condições experimentais de todas as 
abordagens metodológicas adotadas. Entretanto, a condição de maior 
aumento na atividade residual (de 41,01 ± 1,80 %) foi obtida quando 
submetida a um tratamento sem o uso de solvente para a amostra, sob 
pressão de 150 bar por 2 horas e despressurização a uma taxa de 
30 bar.min-1. 
As análises de alterações conformacionais da enzima controle e 
tratada demonstraram que a estrutura primária da enzima permaneceu 
inalterada em todas as condições experimentais estudadas. Quanto as 
estruturas secundária e terciária, os espectros de DC e de fluorescência 
mostraram alterações conformacionais da lisozima para todas as 
condições testadas e os dados obtidos de elipticidade, intensidade de 
fluorescência; conteúdo relativo em α-hélice e β-folha forneceram 
informações importantes para desvendar o comportamento da enzima 
em fluidos pressurizados. 
 A avaliação da estabilidade de armazenamento em baixas 
temperaturas {4 ºC e congelamento em nitrogênio líquido (-196 ºC) 
seguido de armazenamento a -10 ºC} da lisozima submetida ao 
tratamento em fluido pressurizado mostrou que a enzima não possui boa 
estabilidade sob tais condições de armazenamento. A enzima 
demonstrou ter adquirido uma conformação reversível, ou seja, a 
estrutura tende a voltar a sua conformação nativa após determinado 
tempo. No entanto, manteve-se atividades específicas residuais em 
valores acima de 100 % após 6 horas de armazenamento para algumas 
amostras.  
 Devido à carência de resultados na literatura sobre o 
comportamento e estudo de conformação estrutural de enzimas tratadas 
em fluidos pressurizados, o presente trabalho apresenta relevância para 
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fins de desenvolvimento de novas aplicações e/ou processos de catálise 
em reações de interesse, empregando a lisozima como biocatalizador, 
inseridas em diversas áreas, como na farmacologia, na indústria 
alimentícia e na engenharia química. 
 Ao mesmo tempo, a pesquisa revelou que a atividade 
enzimática e estabilidade podem depender de diversos fatores, como a 
espécie de enzima, características do fluido comprimido, pureza da 
enzima e das variáveis manipuladas no processo. 
 
 
5.1 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS  
 
 Tratamento a alta pressão das enzimas não comerciais com GLP e 
R134a; 
 Explorar o uso do GLP e R134a em outras condições experimentais; 
 Tratamento a alta pressão da lisozima manipulando a variável 
temperatura; 
 Avaliar o efeito de outros sais para a administração da força iônica 
no meio; 
 Tratamento enzimático a alta pressão com outras enzimas de 
interesse comercial; 
 Tratamento enzimático a alta pressão seguida de reação química; 
 Explorar a real contribuição da densidade de fluidos pressurizados na 
modificação do comportamento enzimático. 
 Avaliar a liberação do sinal fluorescente utilizando sondas 
fluorogênicas; 
 Utilizar os experimentos de DC e fluorescência para analisar a 
estabilidade e as possíveis mudanças conformacionais com adição 
conhecida de ligantes no sítio ativo da enzima; 
 Predizer modelos de estruturas tridimensionais (3D) das enzimas 
estudadas a partir de modelagem molecular. 
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